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1.1 DISCAPACIDAD INTELECTUAL Y TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA 
1.1.1 Discapacidad intelectual 
1.1.1.1 Definición y clasificación de la discapacidad intelectual  
De acuerdo con la quinta edición del Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos 
Mentales o DSM-5 (de sus siglas en inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental 
Disorders, fifth edition), publicado en el año 2013 por la Asociación Americana de 
Psiquiatría, la discapacidad intelectual se incluye dentro de los "Trastornos del desarrollo 
neurológico" y se clasifica en tres categorías: 
(a) La discapacidad intelectual (DI), equivalente al término diagnóstico "trastornos del 
desarrollo intelectual" de la Clasificación Internacional de Enfermedades-11, se inicia durante 
el periodo del desarrollo e incluye deficiencias en el funcionamiento intelectual y en las 
habilidades adaptativas en los dominios conceptual, social y práctico. Las limitaciones de las 
funciones intelectuales, confirmadas mediante la evaluación clínica y pruebas de inteligencia 
estandarizadas individualizadas, incluyen el razonamiento, la resolución de problemas, la 
planificación, el pensamiento abstracto, el juicio, el aprendizaje académico y el aprendizaje a 
partir de la experiencia. Las deficiencias del comportamiento adaptativo producen fracaso del 
cumplimiento de los estándares de desarrollo y socioculturales para la autonomía personal y la 
responsabilidad social. Además, sin apoyo continuo, limitan el funcionamiento en una o más 
actividades de la vida cotidiana, como la comunicación, la participación social y la vida 
independiente en múltiples entornos (ej. el hogar, la escuela, el trabajo y la comunidad). El 
DSM-5 enfatiza la necesidad de usar tanto medidas clínicas como pruebas de inteligencia 
estandarizadas en el diagnóstico de la DI y mantiene los niveles de gravedad en leve, 
moderado, grave y profundo aunque, a diferencia de los textos anteriores, la gravedad del 
daño se basa más en el comportamiento adaptativo que únicamente en las medidas del 
cociente intelectual. El trastorno se considera crónico y con frecuencia presenta 
comorbilidades con otras condiciones mentales, como depresión, trastorno por déficit de 
atención e hiperactividad y trastornos del espectro autista. 
(b) El retraso global del desarrollo (RGD) se aplica cuando la edad del paciente, inferior a 
5 años, impide valorar de forma fiable el nivel de gravedad clínica pero se detectan 
deficiencias en los hitos del desarrollo en varias áreas del funcionamiento intelectual. Este 
diagnóstico debe ser revisado después de un periodo de tiempo. 
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(c) La discapacidad intelectual no especificada (DI-NE) es una categoría que sólo se 
utiliza en circunstancias excepcionales y que también se debe volver a evaluar pasado un 
periodo de tiempo. Se aplica a individuos mayores de 5 años cuando la gravedad de la DI es 
difícil de establecerse mediante procedimientos localmente disponibles o imposible de 
valorarse debido a deterioros sensoriales o físicos asociados, presencia de problemas de 
comportamiento graves o concurrencia de trastorno mental (APA 2013).   
1.1.1.2 Prevalencia de la discapacidad intelectual 
Globalmente, se estima que la DI tiene una prevalencia del 1-3% en las sociedades 
occidentales y que 0,3-0,6% de la población presenta DI grave (Leonard y Wen 2002; Patel 
et al. 2010; APA 2013). No obstante, estos valores varían considerablemente en la literatura 
debido, posiblemente, a diferencias en el diseño de los estudios, edad de los pacientes, 
población evaluada y/o definición de DI (Drews et al. 1995; Roeleveld et al. 1997; Leonard y 
Wen 2002; Ropers 2010; Maulik et al. 2011). Además, mientras que las estimas de frecuencia 
de las formas graves son relativamente estables, la DI leve tiene una prevalencia más variable 
ya que, con frecuencia, depende fuertemente de factores ambientales (Drews et al. 1995; 
Roeleveld et al. 1997; Leonard y Wen 2002). La DI está presente en todas las poblaciones, 
clases sociales y culturas (Leonard y Wen 2002; APA 2013), si bien tiende a ser más 
prevalente en áreas de menor estatus socioeconómico y en países en desarrollo, 
particularmente en las formas leves (Drews et al. 1995; Roeleveld et al. 1997; Durkin et al. 
1998; Durkin 2002; Emerson 2007), donde factores ambientales (como la malnutrición, 
privación cultural y pobre sistema de salud) podrían estar actuando (Roeleveld et al. 1997; 
Durkin et al. 1998; Durkin et al. 2000; Durkin 2002; Emerson 2007). En varios de estos 
países, además, la consanguinidad parental podría ser otro factor determinante (Costeff et al. 
1972; Bashi 1977). En general, los defectos cognitivos son significativamente más comunes 
en hombres que en mujeres (relación hombre: mujer media de 1,6:1), aunque estas diferencias 
disminuyen en las formas de DI grave (APA 2000; APA 2013).  
1.1.1.3 Etiología de la discapacidad intelectual 
La DI puede estar causada por factores -tanto ambientales como genéticos- que afectan al 
desarrollo y el funcionamiento del sistema nervioso y que pueden actuar prenatal, perinatal o 
postnatalmente. Los factores ambientales más frecuentes incluyen malnutrición durante la 
gestación, exposición del feto al alcohol (espectro de anomalías relacionados con la 
exposición prenatal al alcohol) u otros compuestos neurotóxicos, infecciones prenatales (daño 
cerebral fetal debido a la transmisión materna de enfermedades infecciosas como rubeola, 
toxoplasmosis o citomegalovirus) y postnatales, nacimiento prematuro, asfixia peri- y 
postnatal y otros procesos (Patel et al. 2010; Ropers 2010). Factores socioeconómicos, como 
el nivel de renta, circunstancias familiares y ambiente cultural, se considera que también 
tienen un papel en la prevalencia de la DI (Ropers 2010). En los países pobres, la 
malnutrición es uno de los principales factores de riesgo mientras que, en los países 
desarrollados, especialmente en USA, la exposición fetal al alcohol es considerada la causa 
evitable más frecuente (Silverman 2009; Ropers 2010). 
Los factores genéticos implicados en la DI se detallan en el apartado "1.2.3 Genética de 




1.1.2 Trastorno del espectro autista 
1.1.2.1 Definición del trastorno del espectro autista 
De acuerdo con el DSM-5, el trastorno del espectro autista (TEA) se incluye en los 
"Trastornos del desarrollo neurológico" y su diagnóstico actual se basa en el cumplimiento de 
los siguientes criterios: 
A. Deficiencias persistentes en la comunicación social y en la interacción social en 
diferentes contextos, no debidos a retrasos del desarrollo generales y manifestados por los tres 
ítems siguientes: (1) Déficits en la reciprocidad socioemocional. (2) Déficits en los 
comportamientos comunicativos no verbales empleados para la interacción social. (3) Déficits 
en el desarrollo, el mantenimiento y la comprensión de las relaciones. 
B. Patrones restrictivos y repetitivos de comportamiento, intereses o actividades que se 
manifiestan en, al menos, dos de las siguientes puntos: (1) Habla, movimientos o utilización 
de objetos de modo estereotipado o repetitivo. (2) Excesiva resistencia al cambio, excesiva 
adherencia a rutinas o patrones ritualizados de comportamiento verbal o no verbal. (3) 
Intereses altamente restringidos y fijos, anómalos en su intensidad o foco de interés. (4) 
Hiper- o hipo-reactividad a los estímulos sensoriales o interés inusual por aspectos sensoriales 
del entorno. 
C. Los síntomas se presentan en las primeras etapas del periodo del desarrollo; no 
obstante, podrían no manifestarse en su totalidad hasta que la demanda social exceda las 
capacidades limitadas o permanecer enmascarados por estrategias aprendidas en fases 
posteriores de la vida. 
D. Los síntomas causan un deterioro clínicamente significativo en el ámbito social, 
laboral u otras áreas importantes de la funcionalidad diaria. 
E. Estas alteraciones no se explican mejor por DI/RGD. La DI y el TEA con frecuencia 
coinciden en un mismo individuo; para hacer diagnóstico de comorbilidades de TEA y DI, la 
comunicación social debe estar por debajo de lo previsto para el nivel general de desarrollo. 
La gravedad del TEA se establecerá en función del grado de ayuda necesaria ("necesita 
ayuda muy notable", "necesita ayuda notable" o "necesita ayuda") para cada uno de los 
dominios psicopatológicos (comunicación social / comportamientos restringidos y 
repetitivos). Entre los aspectos moduladores o especificadores en la categorización 
diagnóstica del TEA se mencionan 1) la existencia o no de deterioro intelectual acompañante, 
2) la existencia o no de problemas de lenguaje y, en su caso, se registrará el grado actual de 
funcionamiento verbal, 3) si existe catatonía concurrente y, por último, en el caso de 
asociación con una afección médica o genética conocida, un factor ambiental u otro trastorno 
del desarrollo neurológico, mental o del comportamiento, se registrará como "trastorno de 
espectro autista asociado a (afección, factor ambiental o trastorno asociado)" (APA 2013). 
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1.1.2.2 Prevalencia del trastorno del espectro autista 
El TEA tiene una prevalencia estimada de 0,6-1% (Elsabbagh et al. 2012; APA 2013) y 
afecta entre 3-4 veces más a hombres que a mujeres, llegando a alcanzar una relación hombre: 
mujer de 10:1-11:1 en presentaciones con habilidades cognitivas normales (Gillberg et al. 
2006; Betancur 2011; Miles 2011). En Estados Unidos, las últimas estimaciones, derivadas 
del estudio realizado por los Centros para el Control y la Prevención de las Enfermedades 
(CDC, de sus siglas en inglés Centers for Disease Control and Prevention) en el año 2012 
con niños de 8 años, la sitúan en 1 afecto por cada 68 no afectos. Esta prevalencia fue 
significativamente mayor entre niños (1 de cada 42) que entre niñas (1 de cada 189) 
(Christensen et al. 2016).  
1.1.2.3 Etiología del trastorno del espectro autista  
Estudios familiares y de gemelos han proporcionado fuerte evidencia de que los factores 
genéticos juegan un papel principal en la etiología del TEA (Ozonoff et al. 2011; Ronald y 
Hoekstra 2011); de hecho, estudios de familias muestran que el riesgo de recurrencia relativo 
de hermanos de niños con TEA es aproximadamente 20-25 veces superior al de la población 
general (Geschwind 2009; Ozonoff et al. 2011) y estudios de gemelos evidencian una 
concordancia del fenotipo autista del 73-95% para gemelos monocigóticos (Geschwind 
2011) frente al 10-30% para gemelos dicigóticos (Geschwind 2009; Hallmayer et al. 2011; 
Ronald y Hoekstra 2011). Más recientemente y en un estudio epidemiológico llevado a cabo 
con 2,5 millones de familias suecas, el riesgo de recurrencia relativo de TEA, entendido como 
el riesgo de TEA de un individuo con un hermano o primo afecto en comparación con el de 
un individuo sin historia familiar de TEA, se situó en 153 para gemelos monocigóticos, 10 
para hermanos, 3 para medios hermanos y 2 para primos (Sandin et al. 2014). Este y otros 
estudios evidencian que el TEA se sitúa entre los trastornos del neurodesarrollo y 
neuropsiquiátricos más altamente heredables (Kumar y Christian 2009; Lichtenstein et al. 
2010; Constantino et al. 2013), aunque sus estimaciones de heredabilidad varían entre el 40-
80%  (Geschwind 2011; Hallmayer et al. 2011; Sandin et al. 2014). 
Por tanto, aunque los factores genéticos podrían ser los principales responsables de la 
ocurrencia del TEA, no explicarían la totalidad de los casos y es posible que factores 
ambientales específicos actúen, de forma independiente o en combinación con alteraciones 
genéticas, como factores de riesgo o desencadenantes de este fenotipo (Grabrucker 2012; 
Won et al. 2013). Algunos de los factores ambientales de riesgo propuestos incluirían 
infección durante el embarazo, deficiencia en zinc, nutrición y diabetes materna, exposición a 
toxinas (ácido valproico, talidomida u otros fármacos psiquiátricos), estrés prenatal y 
perinatal, así como prematuridad y edad parental avanzada en el momento de la concepción 
revisado por (Grabrucker 2012; Won et al. 2013). No obstante, tal y como se revisa y 
discute en (Grabrucker 2012), las evidencias de asociación para algunos de estos factores son 
débiles y requieren más estudios para ser considerados de riesgo y/o para entender su 
mecanismo de actuación.  
Los factores genéticos implicados en los TEA se detallan en el apartado "1.2.4 Genética 




1.1.3 Manifestaciones fenotípicas asociadas a la discapacidad intelectual y los 
trastornos del espectro autista 
Con frecuencia, la DI y los TEA se acompañan de otros problemas médicos, como 
manifestaciones neurológicas, del neurodesarrollo y del comportamiento. Por un lado, 
manifestaciones frecuentemente asociadas a DI incluyen epilepsia/convulsiones, hipotonía, 
talla baja, obesidad/bajo peso, microcefalia/macrocefalia, rasgos dismórficos, anomalías 
congénitas (como problemas cardiovasculares, oftalmológicos, musculoesqueléticos, 
genitourinarios o gastrointestinales, entre otros) y otros trastornos mentales y del 
neurodesarrollo, como trastorno por déficit de atención con hiperactividad (TDAH), 
trastornos depresivos, trastorno bipolar, trastornos de ansiedad, TEA, trastorno de 
movimientos estereotipados y trastorno del control de los impulsos. Entre los individuos con 
DI más grave también pueden concurrir comportamientos perturbadores y de agresión (APA 
2013). Los pacientes con TEA, por su parte, presentan frecuentemente epilepsia/convulsiones 
y anomalías electroencefalográficas (25% de niños con autismo presentan convulsiones), 
insomnio y otras alteraciones del sueño (60% de niños con autismo), problemas motores 
(aunque la mayoría de los niños con autismo tienen un desarrollo motor normal),  problemas 
gastrointestinales (45% de los niños autistas), obesidad (aunque factores como la medicación 
o un estilo de vida inactivo podrían contribuir, por lo menos en algunos de estos pacientes) y 
trastornos del comportamiento y psiquiátricos revisado por (Miles 2011; Won et al. 2013).  
Además, aunque la DI y el TEA constituyen diagnósticos separados, no puede obviarse 
un cierto solapamiento entre ellos y muchos procesos que cursan con DI pueden asociarse a 
TEA y viceversa. Así, diversos estudios han evidenciado que una proporción significativa de 
individuos con DI cumplen también criterios diagnósticos de autismo, encontrándose 
prevalencias del 8-20% de autismo en DI y que esta proporción es todavía mayor en DI grave 
revisado por (Kaufman et al. 2010; Ellison et al. 2013). Además, varios síndromes de DI 
presentan también rasgos autistas. Algunos ejemplos incluyen el síndrome del X-frágil (25-
47% de los casos pueden padecer TEA), el síndrome de Down (con una prevalencia de TEA 
del 5-10%), esclerosis tuberosa (16-48% pueden presentar TEA) y, entre otros, los síndromes 
de Angelman, Rett, Joubert y Cohen revisado por (Kaufman et al. 2010; Won et al. 2013). 
Por su parte, aproximadamente un 67-75% de los pacientes con TEA cursan con algún grado 
de DI revisado por (Kaufman et al. 2010; Miles 2011). Adicionalmente, la DI y el TEA 
comparten múltiples dominios fenotípicos; así, los principales rasgos del TEA, como 
anomalías de lenguaje, déficit social y estereotipias, pueden verse frecuentemente en grados 
variables en individuos con DI revisado por (Kaufman et al. 2010).  
Este solapamiento fenotípico de la DI y el TEA se ve reflejado en el hallazgo de genes 
individuales y alteraciones cromosómicas que pueden causar uno y otro fenotipo (o ambos) en 
diferentes individuos (Mefford et al. 2012), siendo NLGN4, SHANK3, PTCHD1, IL1RAPL1, 
JARIDIC, SYNGAP1 o GRIK2 algunos ejemplos (Kaufman et al. 2010). Esta variabilidad 
fenotípica se extiende a otros trastornos del neurodesarrollo y psiquiátricos (TDAH, 
esquizofrenia o trastorno bipolar) y problemas neurológicos (epilepsia) (Malhotra y Sebat 
2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013). Aunque no se conocen en su totalidad la base 
de esta expresividad variable, algunas explicaciones plausibles incluyen alelos modificadores 
en el background genético del individuo, eventos epigenéticos, factores ambientales y/o 
procesos estocásticos  (ver apartado 1.2 de esta Introducción).   
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1.2 BASES GENÉTICAS DE LA DISCAPACIDAD INTELECTUAL Y EL 
TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA 
1.2.1 Variación genética 
Los primeros trabajos dedicados al análisis del genoma humano revelaron que los 
polimorfismos de un único nucleótido o SNPs (de sus siglas en inglés Single-Nucleotide 
Polymorphisms) eran la principal fuente de variabilidad genética y fenotípica humana 
(Sachidanandam et al. 2001; International HapMap 2003; International HapMap 2005). Sin 
embargo, gracias al desarrollo y el avance de las nuevas tecnologías en los últimos años, se ha 
podido demostrar la existencia de variación estructural adicional en el genoma humano. Bajo 
esta denominación se encuentran tanto las variaciones microscópicas como las 
submicroscópicas, entre las que se incluyen deleciones, inserciones, duplicaciones o 
amplificaciones (colectivamente denominadas “variantes del número de copia” o CNVs (del 
inglés, Copy-Number Variations) así como inversiones y translocaciones (Scherer et al. 
2007). 
1.2.1.1 Variantes del número de copias o CNVs  
Una CNV se define como un fragmento de ADN de tamaño ≥ 1 kb presente en un 
número de copia variable en relación a un genoma de referencia (Feuk et al. 2006; Lupski 
2007). No obstante, el incremento de la capacidad resolutiva de las técnicas de nueva 
generación está permitiendo detectar CNVs de menor tamaño, ampliándose el término a 
pérdidas y ganancias de fragmentos de ADN > 50 pb (Alkan et al. 2011; Zarrei et al. 2015).  
El término CNV no implica ni efecto fenotípico ni datos de frecuencia, denominándose CNV 
polimórfica, polimorfismo del número de copia o CNP (CNP, del inglés Copy Number 
Polymorphism) cuando la CNV está presente en más del 1% de la población y CNV rara 
cuando su frecuencia es inferior a este valor. Estas variantes cuantitativas pueden suponer 
ganancias (inserciones, duplicaciones y amplificaciones) o pérdidas (deleciones hemicigotas y 
genotipos nulos o deleciones homocigotas) genómicas del número de copias (Scherer et al. 
2007).  
Las primeras evidencias de que las CNVs contribuyen con la variabilidad fenotípica 
normal, sin tener necesariamente un efecto patogénico, datan de finales de los años 90 (Barber 
et al. 1998), si bien no es hasta el año 2004 cuando dos estudios independientes demostraron 
la presencia, a lo largo de todo el genoma humano, de CNVs submicroscópicas (< 500 kb) en 
individuos control (Iafrate et al. 2004; Sebat et al. 2004). Los resultados de estas y otras 
publicaciones posteriores se recopilan y actualizan en la Database of Genomic Variants 
(DGV) (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), en la cual se cataloga la variación estructural 
(entendida como alteraciones genómicas que implican segmentos de ADN de tamaño > 50 
pb) identificada en población control (MacDonald et al. 2014).  
Se estima que, en cada genoma individual, las CNVs representan un 1,2% de diferencias 
en relación al genoma humano de referencia (Pang et al. 2010) y se sabe que, en su conjunto y 
a nivel nucleotídico, las variaciones estructurales generan millones de nucleótidos de 
heterogeneidad en cada genoma individual humano. Por ello, suponen una importante 




humanos revisado por (Zhang et al. 2009b; Stankiewicz y Lupski 2010; Almal y Padh 
2012). 
1.2.1.2 Mecanismos de formación de las CNVs 
Las variaciones estructurales, tanto cuantitativas como equilibradas, son generadas por 
reordenamientos genómicos que pueden categorizarse en dos grupos principales: 
reordenamientos recurrentes (aquellos que tienen lugar en múltiples individuos no 
relacionados, comparten intervalos de reordenamiento, tamaño y puntos de rotura) y 
reordenamientos no recurrentes (aquellos que ocurren en un locus único, pueden variar en 
tamaño y tienen diferentes puntos de rotura) (Zhang et al. 2009a). 
1.2.1.2.1 Mecanismos de formación de CNVs recurrentes. Recombinación 
Homóloga No Alélica o NAHR 
Para los reordenamientos cromosómicos recurrentes, el mecanismo de formación 
predominante es la Recombinación Homóloga No Alélica o NAHR (del inglés, Non Allelic 
Homologous Recombination). Se trata de un mecanismo que resulta en ganancia, pérdida o 
inversión de regiones cromosómicas flanqueadas por repeticiones del genoma (Figura 1) y es 
responsable de trastornos genómicos como el síndrome de Williams-Beuren (microdeleción 
7q11.23; OMIM 194050) y la microduplicación 7q11.23 recíproca (OMIM 609757), los 
síndromes Smith-Magenis (microdeleción 17p11.2; OMIM 182290) y Potocki-Lupski 
(microduplicación 17p11.2 recíproca; OMIM 610883) o el síndrome de 
DiGeorge/velocardiofacial (microdeleción 22q11.21; OMIM 188400, 192430) y la 
microduplicación 22q11.2 recíproca (OMIM 608363), entre otros. Las repeticiones genómicas 
que pueden ser sustrato de eventos de NAHR incluyen tanto repeticiones de bajo número de 
copias o LCRs (del inglés Low Copy Repeats), como secuencias altamente repetitivas (high-
copy repeats en inglés) (Stankiewicz y Lupski 2002). Las LCRs, también denominadas 
duplicaciones segmentarias o SDs (del inglés, Segmental Duplications), son numerosas en el 
genoma humano y se definen como bloques de secuencias repetitivas de entre 1-400 kb con 
alto grado de homología (> 90%) entre ellas. Aquellas LCRs con longitud > 10 kb y más de 
97% de secuencia idéntica pueden generar inestabilidad genómica local y representan un 
sustrato idóneo para la recombinación y la formación, en consecuencia, de reordenamientos 
cromosómicos recurrentes (Stankiewicz y Lupski 2010). Así, eventos de NAHR entre pares 
de LCRs directamente orientadas pueden originar microdeleciones y microduplicaciones de la 
secuencia genómica comprendida entre ambas (Figura 1.a); en cambio, cuando las LCRs que 
participan en la NAHR están opuestamente orientadas, se generan inversiones genómicas 
(Stankiewicz y Lupski 2002; Stankiewicz y Lupski 2010) (Figura 1.b). Por otro lado, la 
NAHR puede ocurrir en la meiosis y, en menor frecuencia, en la mitosis y puede darse entre 
dos cromosomas homólogos (intercromosómica), entre cromátidas separadas de un mismo 
cromosoma (intracromosómica o intercromátida) o entre segmentos de una misma cromátida 
(intracromátida). Los primeros dos tipos de eventos NAHR pueden generar microdeleciones y 
microduplicaciones recíprocas (Figura 1.a), mientras que la NAHR intracromátida únicamente 
origina microdeleciones (Figura 1.c) (Stankiewicz y Lupski 2002; Zhang et al. 2009b; 
Stankiewicz y Lupski 2010; Malhotra y Sebat 2012; Chen et al. 2014). Tal y como ha sido 
revisado recientemente, propiedades de las SDs entre las que se incluyen la longitud de 
homología, distancia y similitud de secuencia estarían implicadas en la frecuencia de la 
NAHR (Chen et al. 2014).  
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Figura 1. Recombinación homóloga no alélica (NAHR) entre LCRs/SDs. 
 
Figura 1. Recombinación homóloga no alélica (NAHR) entre LCRs/SDs. a) NAHR intercromosómica o 
intercromátida entre pares de LCRs/SDs directamente orientadas puede originar deleciones y duplicaciones 
recíprocas. b) NAHR entre pares de LCRs/SDs inversamente orientadas puede generar inversiones 
cromosómicas, sin cambio en el número de copias. c) NAHR intercromosómica puede generar deleciones y ADN 
circular que se eliminaría en las siguientes divisiones celulares. Los segmentos de ADN en verde y azul se 
corresponden con los pares de LCRs/SDs y la dirección de la flecha indica la orientación de las mismas. 
Adaptada de (Chen et al. 2014).  
Una segunda categoría de repeticiones genómicas, más abundantes en el genoma humano 
que las LCRs/SDs, son las denominadas secuencias altamente repetitivas. Entre estas, las 
repeticiones intercaladas o IRs (Interspersed Repeats en inglés) son las más comunes y, en su 
conjunto, suponen alrededor del 44% del genoma humano. La clase principal de IRs está 
constituida por retrotransposones, entre los que se incluyen los elementos LINE-1 ó L1 
(repetición tipo LINE (elemento intercalado largo; del inglés Long INterspersed Element) más 
abundante en el genoma humano) y Alu (repetición tipo SINE (elemento intercalado corto; 
del inglés Short INterspersed Element) más abundante en el genoma) y los HERVs (retrovirus 
endógenos humanos; del inglés Human Endogenous RetroViruses). Estos elementos suponen 
un 17%, > 11% y 4,9% del genoma humano, respectivamente y, al igual que las 




proporcionan el sustrato idóneo para eventos de NAHR revisado por (Chen et al. 2014). De 
este modo, favorecen la generación de CNVs, especialmente microdeleciones, como es el 
caso de la recientemente descubierta deleción 3q13.2q13.31 recurrente (Shuvarikov et al. 
2013; Campbell et al. 2014), causante de un fenotipo caracterizado, principalmente, por 
retraso cognitivo, motor y del lenguaje e hipotonía (Molin et al. 2012; Shuvarikov et al. 
2013).  
Los síndromes de microdeleciones y microduplicaciones recurrentes pueden generarse, 
también, a partir de una inversión polimórfica o de translocaciones equilibradas presentes en 
uno de los genomas parentales. Estos polimorfismos de inversión ocurren entre secuencias 
homólogas invertidas y predisponen a NAHR durante la meiosis, pudiendo generar productos 
recombinantes aberrantes (deleciones y duplicaciones). Así, por ejemplo, la inestabilidad 
cromosómica de la banda 7q11.23, en la cual se localiza el locus del síndrome de Williams-
Beuren y su microduplicación recíproca, está directamente relacionada con su estructura 
genómica, consistente en un intervalo de copia única flanqueado por tres grandes regiones de 
LCRs con una homología de secuencia del ~99,5% y que actúan de sustrato de NAHR 
meiótica (Bayes et al. 2003; Cusco et al. 2008). La presencia de variantes estructurales 
polimórficas en la región (principalmente una inversión paracéntrica de 2 Mb y que está 
presente en el 20-33% de los progenitores transmisores del síndrome de Williams-Beuren 
frente al 4-5% de la población general) también parece favorecer la aparición de 
desequilibrios cromosómicos en la descendencia (Bayes et al. 2003; Cusco et al. 2008; Tam et 
al. 2008). 
1.2.1.2.2 Mecanismos de formación de CNVs no recurrentes 
Inicialmente, el mecanismo más frecuentemente propuesto para explicar los 
reordenamientos cromosómicos no recurrentes fue la Unión de Extremos No Homólogos o 
NHEJ (de sus siglas en inglés Non Homologous End-Joining). Se trata de un evento de 
recombinación no homóloga responsable de la reparación de roturas de ADN de doble cadena 
causadas, por ejemplo, por la presencia de especies reactivas del oxígeno o por la exposición a 
radiaciones ionizantes. Si el proceso de reparación no ocurre de forma precisa, pueden 
producirse deleciones o inserciones en el punto de unión. A diferencia de la NAHR, la NHEJ 
no requiere secuencias homólogas que actúen como sustrato aunque, con frecuencia, los 
puntos de rotura de las CNVs originadas a partir de estos eventos se localizan dentro de 
elementos repetitivos, como LTRs (del inglés, Long Terminal Repeats), SINEs, LINEs, Alu y 
MIRs (del inglés, Mammalian Interspersed Repeats), lo cual sugiere que también es 
estimulada por ciertos rasgos de la arquitectura del genoma (Zhang et al. 2009b; Malhotra y 
Sebat 2012; Chen et al. 2014; Rodgers y McVey 2015). Este mecanismo ha sido sugerido, por 
ejemplo, para explicar algunos reordenamientos no recurrentes asociados con el síndrome de 
Smith-Magenis (OMIM 182290) (Shaw y Lupski 2005) y la enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher (OMIM 312080) (Lee et al. 2006), así como duplicaciones en el gen MECP2 
(OMIM 300260) (Bauters et al. 2008). No obstante, la NEHJ no es el único mecanismo 
propuesto para explicar los reordenamientos no recurrentes. Así, algunos modelos alternativos 
o complementarios son FoSTes (del inglés, Fork Stalling and Template Switching) (Lee et al. 
2007) y MMBIR (del inglés, Microhomology-Mediated Break-Induced Replication) (Hastings 
et al. 2009); se trata de eventos mitóticos que ocurren durante la replicación del ADN y que 
están basados en el estancamiento de la horquilla de replicación y pueden originar tanto 
CNVs como reordenamientos cromosómicos complejos (Zhang et al. 2009a; Zhang et al. 
2009b; Malhotra y Sebat 2012; Chen et al. 2014).  
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1.2.2 Técnicas para el estudio de las variantes del número de copias.  
Las CNVs y otras variantes estructurales pueden detectarse mediante una amplia variedad 
de técnicas que han ido desarrollándose y evolucionando en los últimos años.  
Desde hace décadas, gracias a las técnicas de citogenética convencional 
(cariotipado/bandas G), se han podido identificar aberraciones cromosómicas numéricas 
(aneuploidías y poliploidías) así como variantes estructurales que afectan a varias megabases 
de secuencia. Entre los ejemplos más típicos se encuentra el síndrome de Down, asociado a 
trisomía del cromosoma 21 (Jacobs et al. 1959). Estas tecnologías convencionales son muy 
informativas para aquellas aberraciones cromosómicas, tanto equilibradas como no 
equilibradas, detectadas microscópicamente (típicamente > 5-10 Mb) y son ampliamente 
utilizadas en investigación y en la práctica clínica, si bien presentan una capacidad resolutiva 
máxima limitada y una sensibilidad baja.  
Estos problemas se han ido subsanando gracias a la rápida evolución e implantación en la 
rutina diagnóstica de técnicas moleculares alternativas, entre las que destacan la hibridación in 
situ fluorescente o FISH (de sus siglas en inglés Fluorescence In Situ Hybridization), 
diferentes ensayos cuantitativos basados en la PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction) y 
la hibridación genómica comparada o CGH (del inglés, Comparative Genomic 
Hybridization):  
Las primeras técnicas de citogenética molecular, desarrolladas en los años 80, se basaron 
en los principios de la FISH, mediante la cual se detectan y localizan secuencias de ADN 
marcadas con fluorescencia que se han unido a secuencias específicas del genoma, 
tradicionalmente cromosomas en metafase (Bauman et al. 1980). Estas tecnologías 
moleculares pioneras permitieron incrementar la sensibilidad respecto a las técnicas 
convencionales aunque, de forma generalizada, su capacidad de resolución siguió limitada a 
varias megabases de secuencia. Dentro de esta categoría de tecnologías basadas en FISH 
destacan la FISH múltiple o M-FISH (del inglés, Multiplex-FISH) (Speicher et al. 1996) y la 
CGH (Kallioniemi et al. 1992).  
Otras técnicas moleculares de utilidad para la determinación de alteraciones 
cromosómicas del número de copias están basadas en ensayos cuantitativos mediante PCR, 
entre las que destacan la PCR cuantitativa o qPCR (del inglés, Quantitative-PCR), la PCR 
cuantitativa fluorescente o QF-PCR (del inglés, Quantitative Fluorescent-PCR) y la 
amplificación múltiple dependiente de ligación o MLPA (del inglés, Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification). La qPCR es capaz de detectar CNVs de un único exón, 
aunque tiene una limitada capacidad para detectar dianas múltiples en un único ensayo y su 
uso está básicamente restringido a la validación de resultados detectados por técnicas de 
genoma completo (Ceulemans et al. 2012). Por su parte, la QF-PCR se emplea para la 
identificación de aneuploidías (fundamentalmente en los cromosomas 13, 18, 21, X o Y),  
sobre todo en diagnóstico prenatal (Mann y Ogilvie 2012). Por su parte, los principios de la 
MLPA se basan en un ensayo con múltiples sondas (hibridación de las sondas, ligación, PCR 
y separación de los fragmentos amplificados en un secuenciador capilar), cada una específica 
de una secuencia diferente de ADN para medir su número de copia (la señal fluorescente 
normalizada y comparada con el ADN control se corresponde con la cantidad relativa de 
secuencia de ADN diana en la muestra analizada) (Schouten et al. 2002; Kozlowski et al. 




La técnica de CGH permite evaluar el daño genético global identificando, de forma 
rápida, anomalías numéricas y estructurales desequilibradas. La principal ventaja de este 
método es que no requiere de cultivos celulares ni de la obtención de cromosomas, ya que 
consiste en realizar una única hibridación del ADN problema y del ADN de referencia normal 
(marcados diferencialmente con fluorocromos) directamente sobre cromosomas normales 
fijados en un soporte. Las ganancias y/o pérdidas de ADN son detectadas en función de la 
relación de intensidades de los dos fluorocromos a lo largo de los cromosomas diana. Esta 
técnica, desarrollada originalmente para el análisis citogenético de muestras tumorales 
(Kallioniemi et al. 1992) y aplicada con éxito en la detección de alteraciones desequilibradas 
constitucionales en distintos tipos de muestras, tenía inicialmente una capacidad resolutiva del 
orden de 5-10 Mb para las ganancias y de 10-20 Mb para las deleciones (Bentz et al. 1998). 
Esta limitación fue parcialmente subsanada, inicialmente, con una variante de esta técnica 
denominada CGH de alta resolución o HR-CGH (del inglés, High Resolution-CGH), que 
permitía detectar desequilibrios cromosómicos submicroscópicos del orden de 3 Mb 
(Kirchhoff et al. 2000; Kirchhoff et al. 2001). En los últimos años, la base teórica de la CGH 
se ha aplicado a la tecnología de los microarrays (Solinas-Toldo et al. 1997), dando lugar a 
los denominados arrays de CGH. Así, los cromosomas metafases diana de la hibridación son 
sustituidos por una matriz de secuencias de ADN (específicas de un cromosoma concreto, de 
regiones concretas del genoma o de todo el genoma) en formato principalmente de clones de 
cromosomas artificiales bacterianos (BACs) o de P1 (PACs) (BACs o PACs, del inglés 
Bacterial- or P1-derived Artificial Chromosomes, respectivamente) (Snijders et al. 2001; 
Fiegler et al. 2003; Chung et al. 2004; Ishkanian et al. 2004), ADNc (Pollack et al. 1999; 
Heiskanen et al. 2000), amplicones de PCR (Mantripragada et al. 2004; Dhami et al. 2005) u 
oligonucleótidos (Brennan et al. 2004; Carvalho et al. 2004), consiguiendo incrementar la 
resolución de las técnicas de CGH convencionales de forma variable en función de la 
densidad de la matriz diseñada. 
También en los últimos años ha habido un creciente avance en las tecnologías de los 
paneles de SNPs del genoma completo que, aunque originalmente fueron concebidos para el 
genotipado de SNPs y los estudios de asociación del genoma completo, han ido adquiriendo 
más protagonismo y utilidad en la determinación de CNVs (Friedman et al. 2006; Redon et al. 
2006; Carter 2007; Scherer et al. 2007). En este caso, el ADN genómico marcado con 
fluorescencia se hibrida con las sondas de oligonucleótidos depositadas sobre el microarray y 
las ganancias y/o pérdidas se detectan comparando la intensidad de señal de la muestra 
problema con la intensidad de señal de la muestra de referencia, consistente en individuos 
control de la misma población y genotipados con el mismo microarray (Schaaf et al. 2011; 
Marshall y Scherer 2012). El incremento en el número y la densidad de marcadores a lo largo 
del genoma proporcionan a estos paneles un gran poder resolutivo y una elevada eficacia en la 
detección de pequeñas aberraciones cromosómicas, así como una mayor capacidad definitoria 
de sus puntos de rotura (Zahir y Marra 2015). Además, su utilización permite la identificación 
de translocaciones no equilibradas crípticas y la combinación de genotipado de SNPs y 
detección del número de copias en un único panel posibilita, a su vez, la identificación de 
regiones con pérdida de heterocigosidad, disomía uniparental, consanguinidad y mosaicismo 
(Conlin et al. 2010). En este sentido, los paneles de SNPs presentan ventajas adicionales 
respecto a otros tipos de microarrays que únicamente proporcionan información del número 
de copias. 
Actualmente, hay múltiples paneles de CGH y de SNPs disponibles en el mercado con 
diferentes capacidades resolutivas y coberturas del genoma (Tucker et al. 2011; Rodriguez-
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Revenga et al. 2013; Vallespin et al. 2013; D'Amours et al. 2014; de Ligt et al. 2014; Zahir y 
Marra 2015). En la última década, la aplicación de estos arrays de genoma completo está 
permitiendo la detección de CNVs (tanto microscópicas como submicroscópicas) y la 
identificación de numerosos síndromes de microdeleción/microduplicación que no se 
conocían previamente (Slavotinek 2008; Vissers y Stankiewicz 2012; Weise et al. 2012; 
Carvill y Mefford 2013; Watson et al. 2014). La capacidad diagnóstica de estas tecnologías 
depende de factores como la plataforma y el array empleados (la densidad y distribución de 
las sondas y, en consecuencia, su cobertura del genoma) y del espectro fenotípico de los 
pacientes (a mayor gravedad del fenotipo, mayor campo diagnóstico, sobre todo si se asocia a 
dismorfología, anomalías congénitas, DI y epilepsia) (Schaaf et al. 2011; Beaudet 2013) y se 
sitúa en 15-20%, incluyendo las anomalías cromosómicas microscópicas a excepción de la 
trisomía 21, para los trastornos del neurodesarrollo (Zahir y Friedman 2007; Hochstenbach et 
al. 2009; Sagoo et al. 2009; Miller et al. 2010; Cooper et al. 2011; Hochstenbach et al. 2011). 
Este hecho justifica su utilización como primera prueba diagnóstica en pacientes con 
DI/RGD, TEA y/o anomalías congénitas, tal y como se recomienda desde el año 2010 (Miller 
et al. 2010). 
El cariotipado de bandas G y la FISH presentan, no obstante, varias ventajas frente a los 
microarrays cromosómicos, entre las que se incluyen: (1) La localización del material 
añadido en las ganancias del número de copias es desconocida mediante microarrays. (2) El 
cariotipado de bandas G detecta reordenamientos cromosómicos equilibrados, como 
inversiones o translocaciones sin variación en el número de copias. Sin embargo, 
aproximadamente el 40% de las anomalías que aparecen equilibradas por cariotipo son, en 
realidad, desequilibradas cuando se evalúan con microarrays de alta resolución (De Gregori et 
al. 2007) y Miller y col. (2010), en su evaluación de 33 estudios previos, estimaron que sólo 
0,3% de los pacientes con DI sometidos a análisis convencional presentaban 
reordenamientos cromosómicos equilibrados siendo, además, difícil de determinar si son 
causa del fenotipo. Estos autores, sin embargo, sostienen que el cariotipo y la FISH sí son de 
utilidad para determinar si los padres o familiares de un niño con una translocación 
desequilibrada son portadores de una translocación equilibrada. De este modo, establecen que 
la realización del cariotipo convencional sólo se justifica si el paciente presenta un síndrome 
cromosómico reconocible y detectable por cariotipo (ej. síndrome de Turner, síndrome de 
Down), historia familiar de reordenamientos cromosómicos o de múltiples pérdidas 
reproductivas o infertilidad (Miller et al. 2010).  
Las tecnologías de secuenciación de nueva generación o NGS (del inglés, Next 
Generation Sequencing), cada vez más ampliamente utilizadas en investigación y en 
diagnóstico, tienen la capacidad potencial de identificar todos los tipos de variación genética, 
incluyendo variantes de un único nucleótido o SNVs (del inglés, Single-Nucleotide 
Variations) y pequeñas inserciones y deleciones (indels) y variantes estructurales tanto 
equilibradas (inversiones y translocaciones) como desequilibradas (CNVs), en un único 
ensayo. De forma general, las técnicas de NGS pueden dividirse en: (1) secuenciación del 
genoma completo o WGS (del inglés, Whole Genome Sequencing), (2) secuenciación del 
exoma completo o WES (del inglés, Whole Exome Sequencing), consistente en la captura de 
la región codificante del genoma (lo que representa 1-2% del genoma humano) seguida de 
su secuenciación completa (Hehir-Kwa et al. 2015) y (3) secuenciación de paneles de genes 
específicos. La secuenciación del genoma completo permite la detección de todas las clases y 




secuenciación del exoma completo (Jiang et al. 2013; Gilissen et al. 2014; Yuen et al. 2015) y 
se ha visto que aporta una mayor cobertura media de las regiones codificantes que la 
secuenciación del exoma (Yuen et al. 2015). No obstante, la aproximación de NGS más 
utilizada actualmente en investigación y diagnóstico de los trastornos del neurodesarrollo, 
principalmente debido a su coste comparativamente más reducido y a la mayor disponibilidad 
de herramientas bioinformáticas de análisis, es la secuenciación de exoma completo (Vissers 
et al. 2010a; O'Roak et al. 2011; de Ligt et al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012; 
de Ligt et al. 2013; De Rubeis et al. 2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; 
Sanders et al. 2015; Wright et al. 2015), una aproximación que, además, se ha mostrado más 
eficaz en la detección de CNVs de pequeño tamaño que las tecnologías de microarrays de alta 
densidad (Krumm et al. 2013; Poultney et al. 2013). Se han desarrollado diferentes métodos 
de detección de CNVs a partir de datos de NGS que, frecuentemente, se han clasificado en 
cinco estrategias diferentes: (1) Read-pair o paired-end read mapping (se basa en que, ante la 
presencia de una deleción, inserción, inversión o translocación, los pares de lecturas o reads 
se alinean al genoma de referencia con una separación u orientación diferente a la esperada), 
(2) split read (emplea el alineamiento de lecturas individuales para la identificación de puntos 
de rotura de inserciones, deleciones e inversiones asumiendo que, en estas regiones de corte, 
las lecturas individuales se separan en dos partes que mapean de forma discontinua con el 
genoma de referencia), (3) profundidad de lectura o read depth (parte de la hipótesis de que, 
si la secuenciación es uniforme, existe una correlación entre el número de lecturas alineadas a 
una región (profundidad de lectura o cobertura) y el número de copias. Una limitación técnica 
de esta estrategia es el sesgo en la secuenciación de las plataformas y, concretamente, el sesgo 
debido al contenido GC de la secuencia, además de las lecturas erróneamente alineadas en 
regiones altamente repetitivas u homólogas como, por ejemplo, las duplicaciones 
segmentarias. Por ello, es un método eficaz en la detección de deleciones e inserciones más 
grandes, puesto que estos sesgos estarían minimizados), (4) de novo assembly (el ensamblado 
de novo de pares de reads no alineados con la secuencia de referencia puede proporcionar 
predicciones de variantes estructurales y de nuevas inserciones) y (5) combinación de las 
aproximaciones anteriores (consultar (Zhao et al. 2013; Tan et al. 2014; Hehir-Kwa et al. 
2015; Pirooznia et al. 2015) para una información más detallada de cada estrategia, sus 
limitaciones y ventajas y herramientas bioinformáticas de análisis). Estos métodos son 
normalmente complementarios y están especializados en detectar tipos específicos o rangos 
de tamaños de las variantes estructurales y varían en la precisión para detectar los puntos de 
rotura (Hehir-Kwa et al. 2015).  
La capacidad diagnóstica de las técnicas de detección de CNVs a partir de datos de NGS 
es dependiente de factores como la plataforma, la estrategia (secuenciación de exoma 
completo, de genoma completo o de paneles de genes) y el método de análisis empleado, el 
fenotipo a estudio, así como la selección de los pacientes (por ejemplo, si se incluyen o 
excluyen muestras analizadas previamente con otras tecnologías). Así, en un estudio reciente 
con 1.133 pacientes con trastornos del desarrollo (la mayoría previamente analizados por 
microarrays) el campo diagnóstico debido a la detección de CNVs patogénicas a partir de la 
secuenciación del exoma completo se situó en un 7% (Deciphering Developmental Disorders 
2015; Wright et al. 2015), un valor similar al obtenido, también con datos de exoma, en una 
gran cohorte de 2.500 individuos con TEA (Iossifov et al. 2014), pero inferior al 21% 
estimado por Gilissen et al. (2014) para la detección de CNVs por secuenciación del genoma 
completo en cohortes de DI no pre-seleccionadas (Gilissen et al. 2014).  
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1.2.3 Genética de la discapacidad intelectual 
La base genética de la DI se desconoce en muchos de los pacientes (Ropers 2008; 
Kaufman et al. 2010; Ropers 2010), con la heterogeneidad genética (que requiere un abordaje 
del genoma completo para la detección de múltiples tipos de variación genética) y fenotípica 
como posibles explicaciones. En el año 2010, el consorcio ISCA (The International Standards 
for Cytogenomic Arrays Consortium) recomendó el uso de los paneles de SNPs y de CGH 
como primera prueba diagnóstica en pacientes con fenotipos como DI/RGD, TEA y 
anomalías congénitas múltiples (ACM) (Miller et al. 2010), permitiendo la identificación de 
microdeleciones y microduplicaciones raras como causas genéticas asociadas o factores de 
susceptibilidad a estos trastornos del neurodesarrollo (Cooper et al. 2011; Girirajan et al. 
2011; Kaminsky et al. 2011; Girirajan et al. 2012; Vulto-van Silfhout et al. 2013; Coe et al. 
2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; Wright et al. 2015). También 
recientemente, las tecnologías de NGS han favorecido la detección de SNVs, pequeñas indels 
y CNVs implicadas en DI (Hu et al. 2009a; Hu et al. 2009b; Vissers et al. 2010a; Najmabadi 
et al. 2011; de Ligt et al. 2012; Rauch et al. 2012; de Ligt et al. 2013; Piton et al. 2013; 
Athanasakis et al. 2014; Coe et al. 2014; Gilissen et al. 2014; Helsmoortel et al. 2014; Redin 
et al. 2014; Vergult et al. 2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; Hu et al. 2015; 
Niranjan et al. 2015; Wright et al. 2015). 
1.2.3.1 Síndromes genéticos con DI  
La identificación de las causas genéticas de las formas sindrómicas de DI resultó, 
inicialmente, más exitosa que la de las formas no sindrómicas, gracias a la disponibilidad de 
múltiples pacientes y familias con fenotipos reconocibles para estudios de genética molecular. 
Algunos de los síndromes con causa genética conocida que incluyen DI entre sus rasgos 
fenotípicos son, entre otros, el síndrome del X frágil (SXF; OMIM 300624), el síndrome de 
Rett (RTT; OMIM 312750), el síndrome de Angelman (AS; OMIM 105830), el síndrome de 
Prader-Willi (PWS; OMIM 176270), el síndrome de Rubinstein-Taybi (RSTS1; OMIM 
180849), la esclerosis tuberosa (TSC1; OMIM 191100 y TSC2; OMIM 613254), la 
neurofibromatosis tipo 1 (NF1; OMIM 162200), la distrofia muscular de Duchenne (DMD; 
OMIM 310200) y el síndrome de Noonan (NS1; OMIM 163950).  
También algunos defectos congénitos del metabolismo, como la fenilcetonuria o el 
hipotiroidismo, se han asociado con frecuencia a DI (Ropers 2010; Iqbal y van Bokhoven 
2014). La mayoría de estos trastornos metabólicos presentan herencia autosómica recesiva, 
aunque algunos de los más frecuentes están ligados al cromosoma X recesivos (Ropers 2010), 
y se ha encontrado que, globalmente, suponen 1-3% de la DI inexplicada (Engbers et al. 
2008; Willemsen y Kleefstra 2013). No obstante, algunos de los rasgos clínicos de estos 
trastornos pueden prevenirse y los países desarrollados cuentan con programas específicos de 
detección temprana y tratamiento de los mismos. 
1.2.3.2 Aberraciones cromosómicas microscópicas en DI 
Clásicamente, las anomalías cromosómicas visibles citogenéticamente explicaban, en su 
conjunto, 10-15% de los pacientes con DI grave, siendo 2/3 de estos casos debidos a la 




2008; Ropers 2010; Mefford et al. 2012), mientras que el tercio restante se atribuía a 
alteraciones cromosómicas mucho menos frecuentes, como translocaciones (normalmente 
desequilibradas), inversiones, grandes deleciones y duplicaciones (típicamente de tamaño > 5-
10 Mb) y cromosomas marcadores supernumerarios (Ellison et al. 2013). El desarrollo de la 
FISH en los años 80 y su aplicación diagnóstica permitió la detección de reordenamientos 
cromosómicos más pequeños y la confirmación de diagnósticos de pacientes con sospecha de 
síndromes de microdeleción o microduplicación concretos. Algunos de estos trastornos 
genómicos, también clásicamente estudiados por técnicas de citogenética convencional 
(cariotipado y FISH principalmente), incluyen el AS/PWS (causados, mayoritariamente, por 
deleciones de la región 15q11.2q13 en el cromosoma de origen materno/paterno; OMIM 
105830 y 176270, respectivamente), el síndrome de Williams-Beuren (WBS; deleción 
7q11.23; OMIM 194050), el síndrome de Smith-Magenis (SMS; deleción 17q11.2; OMIM 
182290), el síndrome de DiGeorge/velocardiofacial (DGS/VCFS; deleción 22q11.21; OMIM 
188400, 192430) y la monosomía 1p36 (OMIM 607872), entre otros. Algunos de estos 
desequilibrios son bastante comunes, como la deleción 1p36 (OMIM 607872), que se ha 
identificado en 1% de los pacientes con DI idiopática (Battaglia et al. 2008). Además, el 
estudio de las deleciones y duplicaciones subteloméricas mediante FISH o MLPA permitía 
explicar 2,5-5% de la DI previamente inexplicada revisado por (Miller et al. 2010; Mefford 
et al. 2012), tal y como ha sido recientemente confirmado (Santa Maria et al. 2015). 
Aunque el cariotipado convencional y la FISH presentan ventajas en ciertas 
circunstancias concretas (por ejemplo, permiten localizar el material añadido en las ganancias 
del número de copias e identificar reordenamientos cromosómicos equilibrados, como 
inversiones o translocaciones sin variación en el número de copias), la tendencia actual en los 
laboratorios de genética molecular es a la utilización de los paneles de CGH y de SNPs para la 
detección de CNVs y de técnicas de NGS para la identificación de SNVs, indels y CNVs (ver 
subapartados 1.2.3.3 y 1.2.3.4). 
1.2.3.3 Variantes del número de copias en DI 
La recomendación, por parte del consorcio ISCA, del uso de los paneles cromosómicos 
como primera prueba diagnóstica en pacientes con DI/RGD, TEA y ACM (Miller et al. 2010) 
ha permitido la identificación de microdeleciones y microduplicaciones raras como causas 
genéticas asociadas o factores de susceptibilidad a estos trastornos del neurodesarrollo 
(Cooper et al. 2011; Girirajan et al. 2011; Kaminsky et al. 2011; Girirajan et al. 2012; Vulto-
van Silfhout et al. 2013; Coe et al. 2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; Wright 
et al. 2015): 
En el año 2011, Cooper y col. analizaron 15.767 pacientes con DI/RGD y ACM y 8.329 
individuos control y estimaron que 14,2% del fenotipo de sus pacientes estaba causado por 
CNVs de tamaño > 400 kb. Este estudio, además, proporcionó evidencias de patogenicidad 
para 59 regiones genómicas -como la deleción 15q11.2 y las duplicaciones 16p11.2 y 
15q13.3-, ayudó a refinar el intervalo critico de varios trastornos genómicos -incluyendo el 
síndrome de la microdeleción 17q21.31- y mostró concordancia entre la gravedad fenotípica y 
la carga de CNVs largas. En este sentido, examinaron la distribución del tamaño de estas 
variantes en los diferentes subfenotipos encontrando que la carga de CNVs largas estaba 
incrementada en los fenotipos del neurodesarrollo más graves (por ejemplo, los niños con 
anomalías craneofaciales y defectos cardíacos estructurales congénitos presentaban una carga 
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mayor de CNVs largas que los pacientes con epilepsia y TEA). Finalmente, este trabajo 
permitió identificar 615 genes delecionados y 325 genes duplicados significativamente 
enriquecidos en casos en relación a los controles; algunos de ellos ya habían sido 
considerados genes candidatos y otros suponían nuevas asociaciones potenciales (Cooper et 
al. 2011).  
Ese mismo año, Kaminsky y col. (2011) analizaron 14 regiones de CNVs recurrentes 
(región 1q21 de Thrombocytopenia-absent radius (TAR), 1q21.1 distal, 3q29, 5q35, 7q11.23, 
8p23.1, 15q11.2q13, 15q13, 16p13.11, 16p11.2, 17p11.2, 17q12, 17q21.31 y 22q11.2) en 
15.749 pacientes de laboratorios clínicos pertenecientes al consorcio ISCA (DI/RGD, rasgos 
dismórficos, ACM, TEA y otros rasgos clínicos indicativos de un trastorno genómico) y 
10.118 controles y encontraron que la capacidad diagnóstica de estas pruebas fue del 14,7%. 
De las 14 regiones estudiadas, todas las deleciones y 7 de las ganancias (1q21.1, 7q11.23,  
15q11.2q13, 16p11.2, 17p11.2, 17q12 y 22q11.2) recurrentes se encontraron 
significativamente enriquecidas en casos en relación con controles;  las restantes 
duplicaciones fueron clasificadas, provisionalmente, como variantes de significado clínico 
incierto a la espera de ser estudiadas en cohortes de mayor tamaño y mejor definidas 
clínicamente (Kaminsky et al. 2011). 
Por su parte, Girirajan y col. (2011) utilizaron un panel de SNPs a medida, enriquecido en 
puntos calientes genómicos, para la detección de CNVs y analizaron 1.227 individuos con 
diferentes fenotipos -dislexia (n = 376), autismo esporádico (n = 350) y DI (n = 501)- y 337 
controles. Inicialmente analizaron la carga de CNVs largas (> 1 Mb) en los fenotipos del 
neurodesarrollo y en controles, encontrando los siguientes resultados: (1) La frecuencia de 
estas CNVs fue significativamente mayor en DI o autismo en comparación con controles, 
mientras que la carga de estas CNVs en dislexia era similar a controles. (2) Entre los fenotipos 
del neurodesarrollo, la carga de CNVs largas fue significativamente mayor en DI que en 
autismo o dislexia. (3) Las CNVs largas fueron significativamente más abundantes en 
pacientes con DI y ACM que en pacientes con DI sin malformaciones congénitas. (4) Aunque 
no alcanzó nivel de significación estadística, la carga de este tipo de CNVs fue también mayor 
en autismo con DI que en autismo sin DI y (5) La proporción de genes con número de copia 
alterada y la densidad génica media por CNV fueron mayores en los pacientes con DI y ACM 
en comparación con pacientes que sólo presentaban DI o autismo. Como los propios autores 
consideran, estos hallazgos sugieren una correlación positiva entre la gravedad del fenotipo y 
el tamaño y la densidad génica de las CNVs. Por otro lado, cuando el análisis se restringió a 
variantes raras y > 50 kb encontraron: (1) Diferencia en la frecuencia de las CNVs raras en DI 
(16%) y autismo (10%) en comparación con dislexia (2%), que presentaba una frecuencia 
similar a controles. (2) Las CNVs raras tendían a ser de novo en DI (64%) en comparación 
con autismo (40%) o dislexia (0%). En este sentido, los autores sugieren que estos resultados 
reflejarían una tendencia general al aumento de la tasas de novo con el incremento de la 
gravedad del trastorno (Girirajan et al. 2011). 
En un estudio posterior con 2.312 niños portadores de 72 CNVs conocidas por su 
asociación con DI/ACM, Girirajan y col. (2012) pudieron evaluar el patrón de herencia de 
653 pacientes (que colectivamente portaban 66 de esas 72 CNVs estudiadas) y encontraron 
que 18/66 variantes eran de novo y principalmente asociadas con trastornos sindrómicos 
clínicamente reconocibles, mientras que las restantes 48/66 fueron heredadas de uno de los 
progenitores e incluían CNVs asociadas a manifestaciones fenotípicas más variables y cuyo 




Vulto-van Silfhout y col. (2013) estudiaron la implicación clínica de las CNVs raras de 
novo y heredadas en 5.531 pacientes con DI/ACM. Para ello, utilizaron el panel 250K Nsp de 
Affymetrix y detectaron un total de 1.663 CNVs raras (437 de novo, 638 heredadas y 588 de 
herencia indeterminada) en 1.338 pacientes (25,1%; rango de 0-5 CNVs/paciente). 
Clasificaron el 69,3% de estas CNVs como patogénicas, mientras que el 30,7% restante se 
consideraron neutras. Los hallazgos más relevantes de este trabajo fueron los siguientes: (1) 
Las CNVs de novo tuvieron un tamaño significativamente superior al de las CNVs heredadas. 
(2) Las deleciones fueron más frecuentemente de novo (52,5%) que las ganancias (28.7%). (3) 
Las CNVs heredadas fueron más frecuentemente de origen materno (56,5%) que paterno 
(43,5%). (4) El porcentaje de CNVs clasificadas como benignas varió con el patrón de 
herencia (un 17,6% de las CNVs de novo fueron consideradas neutras frente al 42,6% de las 
CNVs heredadas). (5) Tanto el contenido como la densidad de genes fue mayor en las CNVs 
de novo que en las heredadas. (6) Los genes en deleciones de novo estuvieron enriquecidos en 
genes haploinsuficientes conocidos (no obstante, este enriquecimiento se perdió al eliminar 
del análisis los trastornos genómicos mediados por LCRs, indicando que estas CNVs 
recurrentes estarían enriquecidas en genes haploinsuficientes conocidos), mientras que no se 
observó dicho enriquecimiento en CNVs heredadas ni en ganancias de novo. (7) Identificaron 
20 CNVs de novo o heredadas en homocigosis que afectaban a genes únicos, algunos de ellos 
previamente propuestos como genes candidatos ANKH (OMIM 605145) y ZFHX4 (OMIM 
606940) o asociados con síndromes de DI TCF4 (OMIM 602272), implicado en el síndrome 
de Pitt-Hopkins (OMIM 610954); SMARCA2 (OMIM 600014), asociado al síndrome 
Nicolaides-Baraitser (OMIM 601358) e ISPD (OMIM 614631), implicado en el síndrome de 
Walker-Warburg (OMIM 614643); mientras que otros representaron potenciales nuevos 
genes de DI/ACM DLG2 (OMIM 603583), MPP7 (OMIM 610973), CEP89, TRIO (OMIM 
601893), ASTN2 (OMIM 612856) y PIK3C3 (OMIM 602609). Finalmente, el análisis de la 
correlación genotipo-fenotipo permitió evidenciar que: (1) Los pacientes con fenotipos graves 
(incluyendo malformaciones de órganos) tuvieron más CNVs de novo, mientras que los 
pacientes con fenotipos más leves (como dismorfismo facial) estuvieron enriquecidos tanto en 
CNVs de novo como heredadas. (2) El tamaño y especialmente el número de genes afectados 
por las CNVs mostraron una correlación positiva con la gravedad de los fenotipos de los 
pacientes; una correlación dirigida por las CNVs de novo y que no se cumplió con las CNVs 
heredadas. (3) Los pacientes con múltiples CNVs presentaron un fenotipo significativamente 
más grave que los que portaban una única CNV (Vulto-van Silfhout et al. 2013).  
Por su parte, Coe y col. (2014) analizaron datos de paneles de CGH de 29.085 niños con 
DI/RGD y/o TEA y 19.584 controles adultos y encontraron los siguientes resultados: (1) Las 
CNVs raras estaban incrementadas en casos frente a controles, principalmente debido a las 
deleciones (OR para deleciones ≥ 500 kb = 5,09 versus OR para duplicaciones = 1,76). (2) 
Las CNVs potencialmente deletéreas se transmitieron preferencialmente de las madres. (3) 
Identificaron 2.184 CNVs en 55 regiones conocidas por su asociación con trastornos 
genómicos autosómicos (Coe et al. 2014). 
El hecho de que la DI afecte significativamente más a varones que a mujeres ha 
propiciado la búsqueda de variantes genéticas en el cromosoma X. En este sentido, diversos 
autores han aplicado las técnicas de CGH y de paneles de SNPs para la detección de CNVs 
ligadas al X (LX), tanto con paneles de genoma completo como con paneles del cromosoma 
X, en pacientes con DI (Bauters et al. 2005; Froyen et al. 2007; Madrigal et al. 2007; Whibley 
et al. 2010; Isrie et al. 2012; Willemsen et al. 2012a; Mignon-Ravix et al. 2014).  
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Las tecnologías de NGS, cada vez más utilizadas en los laboratorios de genética médica, 
también están favoreciendo la detección de CNVs implicadas en DI (de Ligt et al. 2013; 
Gilissen et al. 2014; Vergult et al. 2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; Wright 
et al. 2015). De Ligt y col. (2013) publicaron uno de los primeros trabajos en los que se 
evaluaba la capacidad de estas tecnologías para detectar CNVs clínicamente relevantes en 
pacientes con DI. Estos autores compararon los resultados de la WES de 10 pacientes con DI 
con datos previos de paneles de SNPs de alta resolución (paneles Affymetrix 250K NspI y 
Cytogenomics 2.7M) y encontraron que el 88% de las CNVs codificantes raras que contenían 
3 ó más exones pudieron ser también identificadas mediante NGS (de Ligt et al. 2013). 
Posteriormente, Vergult y col. (2014) compararon los resultados de cariotipado convencional 
y paneles de CGH versus datos de NGS en una cohorte pre-seleccionada de 50 pacientes con 
DI/ACM (21 pacientes con deleciones o duplicaciones, 6 pacientes con una alteración 
cromosómica aparentemente equilibrada, 3 pacientes con reordenamientos complejos y 20 
pacientes sin aberraciones causales). En este estudio, la secuenciación permitió identificar el 
total de las aberraciones previamente detectadas, con la única excepción de una translocación 
equilibrada de un brazo cromosómico completo detectado por cariotipo. Además, pudieron 
delimitar mejor los puntos de rotura de las alteraciones equilibradas y desequilibradas 
complejas detectadas previamente y proponer el gen causal o candidato en algunos de los 
pacientes (ej. NRXN3, MAP3K9) (Vergult et al. 2014). Recientemente, se ha estimado que la 
capacidad diagnóstica de las CNVs detectadas a partir de datos de NGS se situaría en el 7% 
para la WES en pacientes con trastornos del desarrollo graves (87% de ellos con DI) no 
diagnosticados (previamente analizados con microarrays) (Deciphering Developmental 
Disorders 2015; Wright et al. 2015) y en un 21% para la WGS en cohortes no pre-
seleccionadas de DI (Gilissen et al. 2014). 
1.2.3.3.1 Expresividad variable y penetrancia incompleta 
Dentro de los trastornos de microdeleción/microduplicación recurrentes podríamos 
distinguir: (1) Formas sindrómicas asociadas a fenotipos bien caracterizados y prácticamente 
invariables, altamente penetrantes (es decir, (prácticamente) todos los portadores de la 
variante manifiestan el fenotipo) y principalmente de novo en origen y (2) trastornos 
genómicos con extrema variabilidad fenotípica y penetrancia incompleta (es decir, una misma 
CNV puede generar un amplio espectro de manifestaciones clínicas, desde portadores 
asintomáticos a diferentes trastornos del neurodesarrollo y/o psiquiátricos) (Girirajan y 
Eichler 2010), que pueden presentarse de novo pero, principalmente, son heredados de un 
progenitor no afecto (o con fenotipos leves/subclínicos) (Girirajan et al. 2012). Algunos 
ejemplos dentro del primer grupo serían el síndrome de Sotos (causado por la microdeleción 
5q35; OMIM 117550), el síndrome de Williams-Beuren (microdeleción 7q11.23; OMIM 
194050), el síndrome de Smith-Magenis (microdeleción 17p11.2; OMIM 182290), el 
síndrome de Potocki-Lupski (microduplicación 17p11.2; OMIM 610883) y el síndrome de 
DiGeorge/velocardiofacial (microdeleción 22q11.21; OMIM 188400, 192430), entre otros. En 
el segundo grupo se incluirían, por ejemplo, microdeleciones y/o microduplicaciones en las 
regiones cromosómicas 1q21.1 (OMIM 612474 y 612475), 3q29 (OMIM 609425 y 611936), 
15q13.3 OMIM 612001 y (Girirajan et al. 2012), 16p13.11 (Girirajan et al. 2012; Rosenfeld 
et al. 2012), 16p12.1 OMIM 136570 y (Girirajan et al. 2012), 16p11.2 distal (Rosenfeld et 
al. 2012), 16p11.2 (OMIM 611913 y 614671), 17p13.3 (YWHAE) (Girirajan et al. 2012) y 
17q12 (OMIM 614527 y 614526), microduplicaciones 7q11.23 (recíproca del síndrome de 




et al. 2012), 22q11.21 (recíproca del síndrome de DiGeorge/velocardiofacial; OMIM 608363) 
y 22q11.21 distal (Girirajan et al. 2012) y microdeleciones 15q11.2 (OMIM 615656), 15q13.3 
(OMIM 612001) y 16p13.3 región Rubinstein-Taiby; (Girirajan et al. 2012). El espectro 
fenotípico al que han sido asociados estos trastornos genómicos clínicamente variables 
incluyen desde fenotipos normales hasta, entre otros, afectación del lenguaje y del habla y 
dificultades de aprendizaje, problemas motores, DI/RGD, dismorfismo facial, ACM, TEA, 
TDAH y otros problemas del comportamiento, problemas neurológicos (epilepsia y/o 
convulsiones) y/o trastornos psiquiátricos de inicio en la edad adulta (esquizofrenia, trastorno 
bipolar, depresión recurrente) (Girirajan y Eichler 2010).  
Las estimas de penetrancia de estas CNVs recurrentes en relación a los fenotipos del 
neurodesarrollo (DI/RGD, ACM y TEA) y psiquiátricos (esquizofrenia) han sido calculadas 
por diversos autores y pueden ser consultadas en las publicaciones correspondientes (Vassos 
et al. 2010; Malhotra y Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013).  
1.2.3.3.2 Causas de la expresividad variable y/o la penetrancia incompleta 
Las causas de la extrema heterogeneidad clínica asociada a los trastornos genómicos 
recurrentes no están claras, pero una explicación plausible y frecuentemente propuesta incluye 
factores genéticos adicionales como potenciales desencadenantes o modificadores del 
fenotipo, una hipótesis de múltiple evento propuesta inicialmente por Girirajan y col. (2010). 
Estos autores mostraron evidencias de asociación significativa entre la microdeleción 
recurrente 16p12.1 de 520 kb y el retraso del desarrollo en la infancia, así como la existencia 
de un enriquecimiento significativo en segundas CNVs en los pacientes portadores de la 
deleción (10/42; 24%) comparado con los controles (21/471; 4,4%). En los pacientes en los 
que el segundo evento CNV estuvo asociado con un síndrome conocido, los rasgos clínicos de 
los portadores de dos mutaciones fueron distintas y/o más graves que las típicamente 
asociadas al síndrome. Por otro lado, la mayoría de las deleciones 16p12.1 fueron heredadas 
de padres portadores que, además, tendían a presentar más fenotipos neuropsiquiátricos 
(dificultades de aprendizaje, depresión, trastorno bipolar o convulsiones) que los padres no 
portadores. Finalmente, también corroboraron que los pacientes índice manifestaban rasgos 
clínicos más graves (afectación del habla y problemas motores, dismorfología facial y 
anomalías de órganos sistémicos) que sus padres portadores. Así, propusieron que la deleción 
16p12.1 sería un factor de riesgo significativo de DI que actuaría en combinación con un 
segundo evento (potencialmente otra CNV, una SNV o un evento ambiental) modificador del 
fenotipo, explicando la aparición de manifestaciones clínicas más graves y la comorbilidad 
significativa existente entre DI, esquizofrenia y autismo o la variabilidad subyacente 
documentada para varias de las CNVs recurrentes (Girirajan et al. 2010). Trabajos posteriores 
han mostrado evidencias que apoyan este modelo (Girirajan et al. 2011; Girirajan et al. 2012; 
Vulto-van Silfhout et al. 2013). Así, en su cohorte de 1.227 individuos (dislexia, autismo y 
DI), estos mismos autores detectaron que el 11,6% de los pacientes con DI presentaban más 
de una CNV rara larga y que, además, todos ellos manifestaban rasgos clínicos graves. 
Además, constataron diferencias entre las tasas de CNVs múltiples entre pacientes con DI y 
ACM (44%) y los pacientes con DI sin ACM (6,7%) y que sólo el 2,9% de los pacientes con 
autismo y ninguno de los pacientes con dislexia presentaban CNVs múltiples. Una vez más, 
sugieren que la gravedad de los fenotipos podría estar influenciada por la presencia de 
múltiples CNVs largas co-ocurriendo en el mismo individuo (Girirajan et al. 2011). Con la 
intención de conocer las causas de la expresividad variable de algunas CNVs raras y de 
examinar la relación entre la gravedad fenotípica y el tamaño y el número total de dichas 
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variantes, estos mismos autores analizaron 2.312 niños portadores de CNVs conocidas por su 
asociación con DI/ACM. Los resultados en relación al modelo de múltiple evento derivados 
de este estudio son los siguientes: (1) Un 8,7% de los pacientes con una primera CNV 
portaban al menos una segunda CNV autosómica grande. (2) Los trastornos genómicos con 
extrema heterogeneidad fenotípica pudieron distinguirse de los sindrómicos en base al número 
total de CNVs con un enriquecimiento significativo de segundos eventos CNV en los 
trastornos genómicos fenotípicamente variables en comparación con los sindrómicos (156 de 
1509 ó 10,3% vs. 44 de 857 ó 5,1%) y al patrón de herencia de dichas variantes (con un 
incremento significativo en la proporción de primeros eventos CNV heredadas en trastornos 
con variación fenotípica en comparación con los sindrómicos y con una correlación positiva 
entre el porcentaje de niños portadores de primeros eventos CNV heredados y la proporción 
de niños portadores de una segunda CNV). (3) La presencia de dos CNVs largas de 
significado clínico incierto fue 8 veces más probable en pacientes que en controles. (4) 
Identificaron 7 trastornos genómicos (deleción 15q11.2, duplicación 16p11.2, deleción 
16p12.1, duplicación 16p11.2 distal, duplicación 3q29, duplicación 17p13.3 y deleción 
15q23q24) de los 72 evaluados para los cuales los afectos presentaban mayor probabilidad de 
portar múltiples CNVs en comparación con controles. (5) No encontraron desviación parental 
en el patrón de herencia del primer evento CNV mientras que los segundos eventos CNV 
fueron preferentemente transmitidos por madres portadoras. (6) Entre los pacientes con el 
mismo trastorno genómico, aquellos con múltiples CNVs tuvieron déficits en más dominios 
que aquellos con una única CNV. Además, estudiando pacientes con autismo de la Simons 
Simplex Collection (SSC) encontraron una fuerte asociación entre el cociente intelectual 
medio y el número de genes afectados por variantes raras. También evaluaron la presencia de 
múltiples CNVs grandes autosómicas en casos índice de esta colección de muestras (n = 841) 
y sus hermanos (n = 793) y encontraron que, aunque sólo 6 niños portaron más de una CNV 
larga, 5 de ellos estuvieron entre los más gravemente afectos, sugiriendo una correlación entre 
la gravedad y la carga de variantes (Girirajan et al. 2012). También Vulto-van Silfhout y col. 
(2013), en su estudio de 5.531 pacientes con DI/ACM, encontraron que un 17,4% de los 
pacientes con CNVs portaban múltiples eventos (517 CNVs en total, rango 2-5 por muestra) y 
que dichos pacientes presentaban un fenotipo más grave que aquellos con una única variante, 
apuntando nuevamente a un efecto combinatorio de las CNVs adicionales en la definición del 
fenotipo (Vulto-van Silfhout et al. 2013). Además de estos estudios con grandes cohortes de 
pacientes, existen ejemplos en la literatura médica de pacientes con fenotipos del 
neurodesarrollo que se han explicado con este modelo de doble (múltiple) evento (Fullston et 
al. 2011; Tassano et al. 2015), de forma que se ha propuesto que la WES estaría también 
justificada en pacientes portadores de microdeleciones o microduplicaciones con rasgos 
inexplicados o microdesequilibrios heredados de padres no afectos (Classen et al. 2013). La 
frecuencia de segundos eventos CNV en portadores de CNVs en 11 loci recurrentes diferentes 
ha sido calculada por Kirov y col. (2013) sobre una cohorte inicial de 13.465 casos 
(RGD/TEA/ACM y esquizofrenia) y 17.873 controles (Kirov et al. 2013).  
Explicaciones alternativas o complementarias de la expresividad variable y/o de la 
penetrancia incompleta de algunos de estos trastornos genómicos recurrentes (y que también 
podrían aplicarse a algunas alteraciones no recurrentes) incluyen: (1) El fenotipo podría pasar 
desapercibido en controles o en familiares si se presenta clínicamente atenuado (Liu et al. 
2011), si mejora con la edad o si se expresa más tardíamente. Así, por ejemplo, Stefansson y 
col. (2013) estudiaron controles (a partir de una muestra inicial de 101.655 individuos 




esquizofrenia y encontraron que la fertilidad estaba significativamente reducida en los 
portadores de la deleción 16p11.2 y de la duplicación 22q11.21 y significativamente 
aumentada en los portadores de la deleción 16p12.1. Por otro lado, la función cognitiva de 
controles portadores se situaba entre la de los pacientes con esquizofrenia y la de la población 
control. Además, aquellos controles portadores de la deleción recurrente 15q11.2 entre los 
puntos de rotura BP1 y BP2 tenían historia de dislexia y discalculalia (Stefansson et al. 2013). 
(2) Diferencias en las frecuencias poblacionales de la CNV (Girirajan y Eichler 2010) como 
ha sido sugerido, por ejemplo, para las ganancias de significado clínico incierto en la región 
cromosómica Xp22.31 (Li et al. 2010; Liu et al. 2011) o de las deleciones 15q11.2 (De Wolf 
et al. 2013). (3) Diferencias en tamaño, localización y contenido genómico de la CNV 
(Girirajan y Eichler 2010; Carvill y Mefford 2013). Por ejemplo, aunque el tamaño más 
frecuente de las CNVs 16p13.11 recurrentes es aproximadamente 1,3-1,6 Mb (Ullmann et al. 
2007; Hannes et al. 2009; Nagamani et al. 2010; Ramalingam et al. 2011), también se han 
encontrado reordenamientos atípicos (Hannes et al. 2009; Nagamani et al. 2010; Ramalingam 
et al. 2011). (4) Existencia de un efecto de desviación de género. Por ejemplo, Tropeano y col. 
(2013) encontraron un enriquecimiento significativo de CNVs 16p13.11 recurrentes sólo en 
pacientes varones, pero no en mujeres, comparado con controles (Tropeano et al. 2013). (5) 
Para las microdeleciones, desenmascaramiento de mutaciones en genes recesivos en el alelo 
no delecionado (Girirajan y Eichler 2010; Boone et al. 2013; Carvill y Mefford 2013; Hehir-
Kwa et al. 2013) con algunas evidencias en la literatura médica que confirman esta 
posibilidad (Hochstenbach et al. 2012; McDonald-McGinn et al. 2013; Paciorkowski et al. 
2013). (6) Inactivación desviada del X, para las CNVs identificadas en este cromosoma 
(Hehir-Kwa et al. 2013). Aunque con discrepancias entre autores, esta posibilidad se ha 
propuesto para explicar la expresividad variable y la penetrancia incompleta de las ganancias 
Xp22.31 (Li et al. 2010; Liu et al. 2011). 
1.2.3.4 Variantes de un único nucleótido en DI  
La capacidad de los paneles de SNPs y de CGH de alta resolución para detectar CNVs 
cada vez más pequeñas ha permitido incrementar el número de genes candidatos o asociados a 
fenotipos del neurodesarrollo (Mikhail et al. 2011). No obstante, muchas de las CNVs 
implicadas en los trastornos del neurodesarrollo son largas y abarcan múltiples genes, 
dificultando la correlación genotipo-fenotipo. A pesar de esto, algunos autores han 
desarrollado estrategias y aproximaciones que han permitido la identificación de genes 
específicos asociados con DI/RGD:  
La estrategia de secuenciación convencional de genes candidatos ha permitido la 
identificación de causas de DI, entre las que se incluyen SYNGAP1 (OMIM 603384), STXBP1 
(OMIM 602926), SHANK3 (OMIM 606230), GRIA3 (OMIM 305915), GRIK2 (OMIM 
138244), GRIN2A (OMIM 138253) y GRIN2B (OMIM 138252). Hamdan y col. (2011) 
secuenciaron 197 genes de complejos de receptores de glutamato sinápticos (enriquecidos en 
proteínas implicadas en plasticidad sináptica, aprendizaje y memoria) en 95 pacientes con DI 
no sindrómica esporádicos y encontraron: (1) Un total de 11 mutaciones de novo (10 
potencialmente deletéreas y 1 silente) en 8 genes diferentes (incluyendo SYNGAP1, STXBP1 y 
SHANK3), que no se encontraron en 285 controles sanos. (2) Enriquecimiento significativo de 
las variantes de novo funcionales (no sinónimas y de splicing) vs. las neutras (intrónicas no 
splicing, sinónimas) en la cohorte de DI no sindrómica (Hamdan et al. 2011). 
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También se han identificado genes candidatos de DI mediante análisis de alteraciones 
cromosómicas y secuenciación convencional de sus puntos de rotura incluyendo, entre otros, 
DOCK8 (OMIM 611432), MBD5 (OMIM 611472), CDH15 (OMIM 114019), KIRREL3 
(OMIM 607761) (autosómicos) y TSPAN7 (OMIM 300096) (ligado al cromosoma X) (Zemni 
et al. 2000; Wagenstaller et al. 2007; Bhalla et al. 2008; Griggs et al. 2008). Más 
recientemente, esta estrategia de secuenciación de puntos de rotura se ha aplicado, con 
técnicas de nueva generación, a aberraciones cromosómicas aparentemente equilibradas de 
pacientes con autismo o trastornos del neurodesarrollo relacionados, llevando a la 
identificación de 33 loci alterados que incluyeron: (a) genes previamente asociados con 
trastornos del neurodesarrollo (ej. AUTS2, FOXP1 y CDKL5), (b) genes únicos que 
contribuyen a síndromes de microdeleción conocidos (ej. MBD5, SATB2, EHMT1 y SNURF-
SNRPN), (c) nuevos loci de riesgo (ej. CHD8, KIRREL3 y ZNF507) y (d) genes asociados con 
trastornos psiquiátricos de inicio tardío (ej. TCF4, ZNF804A, PDE10A, GRIN2B y ANK3) 
(Talkowski et al. 2012).  
Algunos de estos genes (ej. CDKL5, STXBP1, SYNGAP1 y GRIN2A) relacionados con 
DI, están también implicados en fenotipos de epilepsia refractaria, lo cual da soporte 
etiológico a  la elevada comorbilidad con epilepsia en pacientes con DI (Mastrangelo y Leuzzi 
2012; Mastrangelo 2015; Allen et al. 2016). 
La reciente implementación de las técnicas de NGS en investigación y diagnóstico, con el 
potencial para identificar variantes causales de enfermedad a lo largo del exoma (o genoma) 
completo y a nivel de pb, está permitiendo una nueva revolución en el estudio de los 
trastornos del neurodesarrollo. Varios estudios han demostrado la efectividad de estas 
técnicas, tanto de la secuenciación de genes candidatos (Coe et al. 2014; Redin et al. 2014) 
como del exoma o el genoma completo (Vissers et al. 2010a; de Ligt et al. 2012; Rauch et al. 
2012; Athanasakis et al. 2014; Gilissen et al. 2014; Helsmoortel et al. 2014; Deciphering 
Developmental Disorders 2015; Wright et al. 2015), en la identificación de pequeñas indels y 
SNVs en genes de DI: 
Así, el análisis de 217 genes candidato de DI y autismo en 106 pacientes con DI de 
etiología desconocida y negativos para paneles de CGH llevó a la identificación de 26 
variantes causales (capacidad diagnóstica del 25%), incluyendo 16 en 13 genes ligados al 
cromosoma X (ATRX, CUL4B, DMD, FMR1, HCFC1, IL1RAPL1, IQSEC2, KDM5C, MAOA, 
MECP2, SLC9A6, SLC16A2 y PHF8) y 10 mutaciones de novo en 8 genes autosómicos 
dominantes (DYRK1A, GRIN1, MED13L, TCF4, RAI1, SHANK3, SLC2A1 y SYNGAP1) 
(Redin et al. 2014). Ese mismo año, Coe y col. (2014) integraron sus datos de genotipado de 
CNVs en 29.085 en niños con retraso del desarrollo y 19.584 controles (mencionados en el 
apartado anterior) con datos de WES de TEA, DI, defectos cardíacos congénitos y 
esquizofrenia y seleccionaron 26 genes candidatos que resecuenciaron en 4.716 casos 
adicionales con DI/RGD (n = 3.387) o TEA (n = 1.329). Comparando estos datos con los de 
resecuenciación de 2.193 hermanos no afectos de la Simons Simplex Collection (SSC) y del 
ESP6500 e integrándolos con los datos de CNVs, encontraron 10 genes enriquecidos en 
variantes con potencial pérdida de función (ADNP, DYRK1A, NRXN1, NRG3, SETBP1, 
ZMYND11, DNM3, CYFIP1, FOXP1 y SCN2A) (Coe et al. 2014).  
Uno de los primeros trabajos en utilizar la estrategia de WES se trató de un estudio 
basado en familias para verificar la hipótesis de que las SNVs de novo podrían explicar una 
fracción importante de las causas de DI. Para ello, se secuenciaron los exomas de 10 tríos 




negativa para trastornos mentales y resultados normales en cariotipo, test de X-frágil y 
paneles cromosómicos, encontrándose los siguientes resultados: (1) Identificación y 
validación de 9 mutaciones de novo no sinónimas únicas en 9 genes; 8 de estas mutaciones de 
novo se encontraron en estado heterocigoto en autosomas y 1 en estado hemicigoto en el 
cromosoma X. Ninguna de estas mutaciones se identificó en 1.664 controles ni tampoco se 
detectaron mutaciones adicionales posiblemente patogénicas en esos mismos genes en los 
controles. (2) Seis de las 9 SNVs de novo, encontradas en 6 pacientes diferentes, se 
consideraron probablemente patogénicas en base a su función génica, conservación evolutiva 
e impacto de la mutación. De este modo, los autores concluyen que, conjuntamente con las 
CNVs de novo, las SNVs de novo de gran efecto podrían explicar la mayoría de los casos de 
DI en la población (Vissers et al. 2010a). Trabajos posteriores han encontrado mutaciones en 
algunos de los genes candidatos propuestos por estos investigadores en pacientes con DI, 
como es el caso de DYNC1H1 (Weedon et al. 2011; de Ligt et al. 2012; Willemsen et al. 
2012b) y DEAF1 (Vulto-van Silfhout et al. 2014; Waltl 2014). 
Por su parte, de Ligt y col. (2012) también secuenciaron el exoma de más de 21.000 
genes en 100 tríos de DI en búsqueda de mutaciones causales de novo, autosómicas recesivas 
(AR) y LX. En este trabajo, identificaron un total de 79 mutaciones de novo en 53 de los 100 
pacientes y 13 de ellas (10 de novo y 3 LX y heredadas de la madre), encontradas en pacientes 
diferentes, fueron en genes conocidos de DI y de predicción patogénica. Además, encontraron 
mutaciones de novo potencialmente causales en nuevos genes candidato de DI en 22 
pacientes; para 3 de estos genes (DYNC1H1, GATAD2B y CTNNB1) se identificaron 
mutaciones adicionales de novo en una serie de confirmación compuesta por 765 pacientes 
adicionales con fenotipos similares. Por otro lado, tres mutaciones de novo afectaron a genes 
de DI-AR; en dos de ellos (ARFGEF2 y TUSC3) no detectaron una segunda mutación 
heredada, en cambio en otro (LRP2) identificaron una segunda variante, heredada del padre, 
de predicción patogénica. En este sentido, sugieren que la forma AR de DI es rara en 
pacientes con DI de padres no consanguíneos. Además, aunque el análisis de causas 
heredadas de DI-AR reveló mutaciones heredadas bialélicas en 9 genes, ninguna de ellas fue 
clasificada como causa posible de DI. Finalmente, detectaron 14 mutaciones heredadas LX  
en 12 pacientes varones: 3 fueron en genes conocidos de DI-LX (1 en PDHA1 y 2 en 
ARHGEF9), de predicción patogénica y los fenotipos coincidentes con los de pacientes 
descritos previamente, mientras que las 11 SNVs restantes, detectadas en 10 pacientes 
varones, se identificaron en genes no asociados previamente a DI (entre estos, TRPC5 fue 
clasificado como posiblemente causal). Globalmente, por tanto, el campo diagnóstico de la 
WES en estos 100 pacientes se situó en un 16% e implicó, principalmente, mutaciones de 
novo (de Ligt et al. 2012).  
También Rauch y col. (2012) compararon la secuenciación de exomas de 51 pacientes 
con DI no sindrómica grave esporádica y de sus padres y encontraron 16 pacientes con 
variantes de novo en genes de DI conocidos, 3 de ellos recurrentemente mutados (STXBP1, 
SYNGAP1 y SCN2A), y al menos 6 con variantes de pérdida de función en 3 genes noveles 
adicionales. Globalmente, esto supuso un 44% de los pacientes (que podría alcanzar el 55% si 
se incluyen variantes de cambio de sentido con posible, pero incierta, patogenicidad) y 
evidenció la alta heterogeneidad de locus de la DI (Rauch et al. 2012). Una vez más, este 
trabajo apoya la hipótesis de una contribución de las mutaciones de novo al desarrollo de la 
DI, particularmente en sus formas esporádicas y no sindrómicas; aunque la capacidad 
diagnóstica debe ser tomada con precaución debido a potenciales desviaciones del estudio 
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(por ejemplo, la cohorte contiene más mujeres que hombres, la proporción de pacientes con 
epilepsia y autismo es alta y algunos pacientes tuvieron DI leve) (Gecz y Haan 2012). Este 
estudio también evidenció que la herencia AR parece contribuir poco a la DI en la población 
no consanguínea investigada (encontraron sólo una variante de cambio de sentido homocigota 
rara en el gen CDK18; sin embargo, el paciente portó otra variante de novo en DAF1, un gen 
previamente asociado con DI y con mayor probabilidad de ser causal. También encontraron 
variantes heterocigotas compuestas raras en 18 genes pero, a excepción de ACY1, los genes 
afectados no fueron previamente implicados en DI) y que la contribución de la herencia LX a 
la DI fue de aproximadamente un 10% de los varones participantes (además de las 2 variantes 
de novo ligadas al X en genes conocidos de DI (IQSEC2 en un niño y MECP2 en una niña), 
encontraron sólo una variante sin sentido de herencia materna en DLG3, también un gen de 
DI-LX conocido). Por otro lado, los pacientes con variantes en genes de DI conocidos no 
tuvieron los rasgos clínicos típicamente asociados a esos genes, indicando que existe una 
desviación en las descripciones de los síndromes clínicos actuales y que los trastornos tienen 
un rango fenotípico más amplio de lo que se pensaba (Rauch et al. 2012).  
Recientemente, Gilissen y col. (2014) estudiaron el genoma completo de 50 tríos de 
pacientes con DI grave y sus padres no afectos y, en total, identificaron 84 SNVs e indels de 
novo en regiones codificantes (que muestran un enriquecimiento significativo de mutaciones 
de pérdida de función y en genes previamente implicados en DI y trastornos relacionados 
como autismo, esquizofrenia o epilepsia) y 8 CNVs de novo (incluyendo deleciones de exones 
únicos e intraexónicas y duplicaciones intercromosómicas y que afectaron a genes de DI 
conocidos más frecuentemente de lo esperado). Como hallazgo de interés, 3 de 10 SNVs de 
novo que ocurrieron en genes candidatos de DI estaban en mosaico, destacando el papel de la 
WGS en la detección de estos eventos. También, esta aproximación permite analizar la parte 
no codificante del genoma; aunque, tal y como indican los autores, el conocimiento es aún 
limitado como para establecer relaciones de causalidad con el fenotipo. Globalmente,  
encontraron que la capacidad diagnóstica de esta aproximación se situaba en un 42% de su 
cohorte extensamente estudiada, pues 21 de los 50 pacientes tuvieron un diagnóstico genético: 
20 pacientes presentaron mutaciones (SNVs o CNVs) de novo en genes conocidos (n= 14) o 
candidato (n= 6) de DI y en 1 paciente se identificó una CNV (deleción) heterocigota 
compuesta en un gen conocido de DI (VPS13B, causante del síndrome de Cohen). No 
encontraron, en cambio, ni variantes LX heredadas de la madre en varones, ni SNVs 
homocigotas o heterocigotas compuestas en autosomas (Gilissen et al. 2014). Finalmente y en 
base a las tasas diagnósticas establecidas para microarrays genómicos (12%) y WES (27%) 
en pacientes de la misma gran cohorte (de Ligt et al. 2012; Vulto-van Silfhout et al. 2013), 
establecieron que la estima acumulativa para alcanzar un diagnóstico genético concluyente a 
partir de la WGS en cohortes no seleccionadas sería del 62% (60% para eventos de novo 
(39% para SNVs y 21% para CNVs) + 2% para eventos de herencia recesiva) (Gilissen et al. 
2014). 
El estudio Deciphering Developmental Disorders, un proyecto colaborativo llevado a 
cabo en Reino Unido y en el que se reclutaron 1.133 pacientes con trastornos del desarrollo 
graves (87% de ellos con DI y 10% con TEA) no diagnosticados y sus padres (Deciphering 
Developmental Disorders 2015; Wright et al. 2015), consiguió una capacidad diagnóstica del 
28% combinando la utilización de paneles de CGH y SNPs para la detección de CNVs y de la 
WES para la identificación de SNVs, indels y CNVs. Encontraron, además, que: (1) La 




campo diagnóstico debido a mutaciones autosómicas de novo significativamente mayor que 
varones. (3) Entre los diagnósticos debidos a genes únicos (n = 148), la mayoría de estos 
genes ligados a trastornos del desarrollo (64,2%; 95/148) sólo se observaron una vez, 
mientras que 8 (ARID1B, SATB2, SYNGAP1, ANKRD11, SCN1A, DYRK1A, STXBP1 y 
MED13L) representaron, cada uno de ellos, el 0,5-1% de los pacientes de la cohorte. (4) En 
17 de los 317 pacientes diagnosticados se identificaron 2 genes diferentes con variantes 
patogénicas. Este estudio, por otro lado, permitió el descubrimiento de 12 genes noveles 
asociados a trastornos del desarrollo, lo que implicaría un incremento de la capacidad 
diagnóstica de su estrategia (combinación de paneles cromosómicos y WES) hasta un 31% 
(Deciphering Developmental Disorders 2015). 
El estudio de las formas AR de DI se ha visto dificultado por la infrecuente 
consanguinidad parental y el reducido tamaño de las familias en las sociedades occidentales, 
donde tiene lugar la mayoría de las investigaciones. Por ello, la identificación de genes 
causales de formas sindrómicas de DI-AR, que permite el estudio de múltiples familias con 
aparentemente la misma condición, ha sido más exitosa. Al contrario, la identificación de 
genes de formas no sindrómicas de DI-AR ha sido más lenta, aunque esto está cambiando en 
los últimos años gracias al desarrollo de las nuevas tecnologías (Topper et al. 2011; Iqbal y 
van Bokhoven 2014). La estrategia convencional para elucidar las causas genéticas de la DI-
AR (no) sindrómicas ha sido el mapeo de homocigosidad en grandes familias consanguíneas, 
seguido del barrido de mutaciones en regiones o genes candidatos (Najmabadi et al. 2007; 
Kuss et al. 2011). En el año 2011, la combinación de mapeo de homocigosidad y la aplicación 
de nuevas tecnologías de secuenciación masiva tras enriquecimiento dirigido a los exones de 
los intervalos de ligamiento homocigotos en una serie de 136 familias consanguíneas con DI 
permitió la identificación de: (1) nuevas mutaciones en 23 genes anteriormente implicados en 
DI o trastornos cognitivos relacionados y (2) variantes únicas en 50 genes autosómicos 
nuevos que podrían considerarse candidatos en base a sus interacciones con genes causales de 
DI conocidos o por su implicación en procesos celulares fundamentales (como transcripción y 
traducción, control del ciclo celular, metabolismo energético y síntesis de ácidos grasos) que 
se ha visto que juegan un papel vital en la función y el desarrollo normales del cerebro 
(Najmabadi et al. 2011). Entre los genes asociados a DI-AR se incluyen: PRSS12 (protease, 
serine, 12 o neurotrypsin; OMIM 606709), CRBN (cereblon; OMIM 609262), CC2D1A 
(coiled-coil and C2 domain containing protein 1A; OMIM 610055), GRIK2 (glutamate 
receptor, ionotropic, kainite 2; OMIM 138244), TUSC3 (tumor suppressor candidate 3; 
OMIM 601385), TRAPPC9 (trafficking protein particle complex subunit 9; OMIM 611966), 
MAN1B1 (alpha 1,2 mannosidase class 1B; OMIM 604346), NSUN2 (NOL1/NOP2/SUN 
domain family, member 2; OMIM 610916) y ST3GAL3 (ST3 beta-galactoside alpha-2,3-
sialyltransferase 3; OMIM 606494). La aplicación de las tecnologías de NGS en el contexto 
clínico está favoreciendo que el listado de genes candidato de formas de DI-AR incremente, 
con múltiples ejemplos en la literatura médica más reciente (Caliskan et al. 2011; Schuurs-
Hoeijmakers et al. 2013; Agha et al. 2014; Thomas et al. 2014; Zhang et al. 2014; Iqbal et al. 
2015; Isrie et al. 2015; Oladnabi et al. 2015).  
Las SNVs causantes de formas de DI-LX han sido también extensamente estudiadas, 
tanto por secuenciación Sanger (Tarpey et al. 2009) como, más recientemente, por NGS en 
cohortes de DI. Algunos de estos trabajos son los mencionados anteriormente y en los que 
secuenciaron genes candidato que incluían genes del cromosoma X (Redin et al. 2014) o 
exomas/genomas completos (Vissers et al. 2010a; de Ligt et al. 2012; Rauch et al. 2012; 
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Athanasakis et al. 2014; Gilissen et al. 2014; Helsmoortel et al. 2014), mientras que otros se 
centraron exclusivamente en la secuenciación de genes candidato o del exoma completo del 
cromosoma X en cohortes de pacientes con sospecha de DI-LX (Hu et al. 2009a; Hu et al. 
2009b; Hu et al. 2015; Niranjan et al. 2015). Además, los datos derivados de proyectos de 
WES en población general permiten evaluar la patogenicidad de las mutaciones 
potencialmente implicadas en DI. Así, de los 106 genes previamente asociados a DI-LX, 
Piton y col. (2013) confirmaron la mayoría (n= 81) pero cuestionaron la implicación clínica 
de 10 de ellos y destacaron otros 15 genes en los que se justificarían estudios de replicación 
en base a los datos de secuenciación del cromosoma X de 10.563 individuos de la población 
general (Piton et al. 2013). Actualmente, cada vez son más las publicaciones en la literatura 
médica en las que se evidencia la utilidad diagnóstica de las técnicas de secuenciación del 
exoma (completo o del cromosoma X) en pacientes con sospecha de DI-LX (Harakalova et al. 
2012; Moncini et al. 2013; Schuurs-Hoeijmakers et al. 2013; Xu et al. 2013; Bissar-Tadmouri 
et al. 2014; Gandomi et al. 2014; Grotto et al. 2014; Philips et al. 2014; Shashi et al. 2014; 
Tran Mau-Them et al. 2014; Kolanczyk et al. 2015; Popp et al. 2015; Thevenon et al. 2015; 
Tonne et al. 2015).  
1.2.4 Genética de los trastornos del espectro autista 
Dada la naturaleza genética y fenotípicamente heterogénea de los TEA, la base de la 
elevada heredabilidad de estos trastornos permanece sin explicar en una proporción 
significativa. Hasta la fecha, los estudios de asociación del genoma completo o GWAS (de 
sus siglas en inglés Genome Wide Association Studies) realizados en pacientes con TEA no 
han detectado una fuerte contribución de variantes comunes a estos trastornos (Ma et al. 2009; 
Wang et al. 2009; Weiss et al. 2009; Anney et al. 2010; Curran et al. 2011; Anney et al. 
2012). Estudios genómicos recientes, en cambio, han revelado que una parte sustancial del 
riesgo a padecer estos trastornos reside en variantes raras de alto impacto, incluyendo 
anomalías cromosómicas y CNVs (Sebat et al. 2007; Marshall et al. 2008; Glessner et al. 
2009; Itsara et al. 2010; Pinto et al. 2010; Bremer et al. 2011; Levy et al. 2011; Sanders et al. 
2011; Prasad et al. 2012; Girirajan et al. 2013a; Girirajan et al. 2013b; Krumm et al. 2013; 
Matsunami et al. 2013; Menashe et al. 2013; Poultney et al. 2013; Walker y Scherer 2013; 
Pinto et al. 2014; Krumm et al. 2015; Sanders et al. 2015; Yuen et al. 2015), pequeñas indels 
y SNVs (Awadalla et al. 2010; O'Roak et al. 2011; Buxbaum et al. 2012; Chahrour et al. 
2012; Iossifov et al. 2012; Michaelson et al. 2012; Nava et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak 
et al. 2012a; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012; Jiang et al. 2013; Lim et al. 2013; Shi 
et al. 2013; Toma et al. 2013; Yu et al. 2013; De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014; 
Krumm et al. 2015; Sanders et al. 2015; Yuen et al. 2015).  
1.2.4.1 Estudios de asociación del genoma completo en TEA  
Hasta la fecha, los GWAS realizados en TEA para identificar variantes de riesgo 
comunes no han sido muy fructíferos; probablemente, esto es debido a que el riesgo relativo 
conferido por estas variantes es pequeño y los tamaños de las cohortes no tienen la potencia 
estadística suficiente para detectarlos. Por otro lado, la heterogeneidad genética y fenotípica 
del TEA han sido propuestas como causas adicionales de las inconsistencias de resultados 
entre los GWAS. Aunque se han encontrado evidencias de asociación para algunos 
polimorfirmos individuales por ejemplo, algunos estudios han identificado señales de 




implicados en la susceptibilidad a padecer TEA, como es el caso de KIAA0564, PLD5, 
POU6F2, ST8SIA2, TAF1C (Anney et al. 2010) y CNTNAP2 (Anney et al. 2012), estas son 
débiles (con valores OR inferiores a 1,23) y algunas de las asociaciones alcanzadas en un 
estudio (total o cerca de los niveles de significación genómica) no se reproducen en otros (Ma 
et al. 2009; Wang et al. 2009; Weiss et al. 2009; Anney et al. 2010; Curran et al. 2011; Anney 
et al. 2012). Al contrario, las investigaciones en las variantes raras y mutaciones de novo han 
sido más productivas en descubrir una considerable fracción del riesgo a padecer TEA y se ha 
identificado variación que confiere efectos relativamente más grandes que las variantes 
comunes (ver subapartados 1.2.4.2, 1.2.4.3, 1.2.4.4 y 1.2.4.5 de esta Introducción). 
1.2.4.2 Síndromes genéticos con TEA 
Aproximadamente un 10% de los pacientes con TEA presentan una condición 
Mendeliana o un síndrome genético conocido asociado (Devlin y Scherer 2012). Alteraciones 
en estos genes son casi o completamente penetrantes para los rasgos sindrómicos pero sólo 
parcialmente penetrantes para TEA. Entre las condiciones más frecuentes se incluyen el 
síndrome del X frágil (SXF; OMIM 300624) (1-2% de los pacientes con TEA), la esclerosis 
tuberosa (TSC1; OMIM 191100 y TSC2; OMIM 613254) (1-4% u 8-14% si se presentan 
convulsiones), la neurofibromatosis tipo 1 (NF1; OMIM 162200) (< 1,4%) y el síndrome de 
Rett (RTT; OMIM 312750) (0,5%) revisado por (Betancur 2011; Devlin y Scherer 2012; 
Persico y Napolioni 2013).  
Otros defectos de genes únicos o microdeleciones causantes de síndromes conocidos 
(incluyendo los síndromes de Williams-Beuren (WBS; OMIM 194050), de Smith-Lemli-
Opitz (SLOS; OMIM 270400), de Cohen (COH1; OMIM 216550), de Sotos (SOTOS1; 
OMIM 117550), de Cowden (CWS1; OMIM 158350), de Moebius (MBS; OMIM 157900) y 
de Timothy (TS; OMIM 601005), entre otros), algunas enfermedades mitocondriales y 
defectos metabólicos congénitos (como fenilcetonuria no tratada o deficiencia en 
adenilosuccinato liasa) se han encontrado también en autismo revisado por (Devlin y Scherer 
2012; Persico y Napolioni 2013), aunque cada uno de estos síndromes representa < 1% de los 
pacientes con TEA. La incidencia de TEA en cada uno de estos síndromes es variable, 
pudiendo alcanzar valores próximos al 100%, como es el caso de la deficiencia en 
adenilosuccinato liasa revisado por (Persico y Napolioni 2013). 
1.2.4.3 Aberraciones cromosómicas microscópicas en TEA 
El cariotipado de alta resolución detecta alteraciones cromosómicas microscópicamente 
visibles en 5% de los pacientes con TEA revisado por (Betancur 2011; Devlin y Scherer 
2012), aunque diversas publicaciones han proporcionado porcentajes diferentes. Así, Xu y 
col. (2004) encontraron que un 7,4% de los 1.749 pacientes con TEA evaluados portaban una 
alteración cromosómica microscópica (Xu et al. 2004), mientras que Marshall y col. (2008) y 
Shen y col. (2010) detectaron estas anomalías en un 5,8% (18/313) y un 2,2% (19/852) de sus 
pacientes con TEA idiopático, respectivamente (Marshall et al. 2008; Shen et al. 2010).  
La duplicación del alelo materno en la región 15q11q13 (OMIM 608636) que, cuando 
está delecionada, es causa de los síndromes de Angelman/Prader-Willi (AS/PWS), es la 
anomalía cromosómica citogenética más frecuentemente identificada en TEA, detectada en 1-
3% de los pacientes (Baker et al. 1994). Otras alteraciones cromosómicas relacionadas con el 
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TEA y que han sido clásicamente detectas por técnicas citogenéticas incluyen deleciones 
2q37, 22q11.2 (DGS/VCFS) y 22q13.3 (síndrome de Phelan-McDermid) revisado por 
(Betancur 2011) y aneuploidías como el síndrome de Down (trisomía del cromosoma 21), 
síndrome de Turner (45,X0),  síndrome de Klinefelter (47,XXY) y síndrome XYY (47,XYY) 
revisado por (Devlin y Scherer 2012).  
1.2.4.4 Variantes del número de copias en TEA 
La utilización de paneles de SNPs y de CGH para la detección de CNVs en la clínica y 
los análisis de grandes cohortes de pacientes con TEA, incluyendo tanto familias con un único 
miembro afecto como familias con múltiples afectos, y estudios caso-control han permitido 
arrojar las siguientes evidencias: 
(1) Las CNVs raras de novo están significativamente enriquecidas en pacientes con TEA 
en comparación con hermanos no afectos y/o controles (Sebat et al. 2007; Marshall et al. 
2008; Glessner et al. 2009; Itsara et al. 2010; Pinto et al. 2010; Bremer et al. 2011; Levy et al. 
2011; Sanders et al. 2011; Prasad et al. 2012; Girirajan et al. 2013a; Girirajan et al. 2013b; 
Krumm et al. 2013; Matsunami et al. 2013; Menashe et al. 2013; Pinto et al. 2014; Krumm et 
al. 2015; Sanders et al. 2015). Además, no sólo las CNVs raras de novo sino también las 
heredadas presentan grados variables de asociación a los TEA (Marshall et al. 2008; Pinto et 
al. 2010; Bremer et al. 2011; Levy et al. 2011; Prasad et al. 2012; Girirajan et al. 2013a; 
Krumm et al. 2013; Menashe et al. 2013; Pinto et al. 2014; Krumm et al. 2015; Sanders et al. 
2015): 
El primer estudio de CNVs basado en familias con TEA data del año 2007, cuando Sebat 
y col. (2007) examinaron 118 familias con un único afecto, 47 familias con más de un 
miembro con TEA y 99 familias control e identificaron CNVs de novo en el 10%, 3% y 1% 
de estos grupos de muestras, respectivamente (Sebat et al. 2007). Posteriormente, Marshall y 
col. (2008) estudiaron 427 pacientes con TEA no relacionados y encontraron 277 CNVs raras 
en el 44% de las familias. La mayoría de estas CNVs eran heredadas mientras que 27 de ellas 
fueron de novo. Estas CNVs de novo se encontraron en 7% de las familias con un único 
paciente en comparación con 2% de las familias con dos o más miembros con TEA 
(Marshall et al. 2008). Otros posteriores documentaron un mayor porcentaje de pacientes con 
TEA, tanto esporádico como familiar, que portaban una CNV de novo en comparación con 
hermanos no afectos (Itsara et al. 2010; Levy et al. 2011; Sanders et al. 2011). Además, se 
presentaron evidencias de la contribución a los TEA de duplicaciones "ultrararas" heredadas y 
se identificaron nuevas regiones candidatas (Levy et al. 2011). 
En las dos publicaciones principales que evaluaron el papel de las CNVs raras en familias 
con TEA de población europea del Autism Genome Project (AGP) (primer estudio con 996 
pacientes versus 1.287 controles y segundo estudio, englobando al anterior, con 2.147 
familias versus 2.640 muestras control), se confirmó un exceso de estas variantes genéticas en 
pacientes en relación con controles, especialmente en loci previamente implicados en TEA 
y/o DI. Se encontró, también, un mayor número de genes afectados por las CNVs raras 
(pérdidas y ganancias) en casos que en controles (Pinto et al. 2010; Pinto et al. 2014). Por otro 
lado, el análisis de 2.096 tríos de esta colección de muestras permitió identificar 102 CNVs 
raras de novo en 99 casos (3 de ellos con 2 eventos) y verificar que la frecuencia de estos 




respectivamente) (Pinto et al. 2014). No se encontraron, en cambio, diferencias significativas 
entre individuos de familias con un único paciente y de familias con múltiples afectos, ni en la 
frecuencia (5% y 4,2%, respectivamente) ni en el contenido génico (n= 18,7 y 18,8, 
respectivamente) de las CNVs de novo (Pinto et al. 2010; Pinto et al. 2014). Además, se 
constató que la longitud media de estos eventos de novo en afectos (1,17 Mb) era mayor que 
la de las CNVs de novo en hermanos no afectos de la SSC (0,76 Mb) y en tríos control (0,55 
Mb). Por otro lado, las CNVs de novo tuvieron un tamaño medio superior al tamaño medio de 
todas las CNVs raras en los afectos (188 kb) y controles (159 kb) y abarcaron 3,8 veces más 
genes en pacientes que en controles. No se encontraron diferencias significativas entre 
hombres y mujeres en el tamaño (1,17 y 1,2 Mb, respectivamente) o contenido génico (n=10 y 
17,3, respectivamente) de las CNVs de novo, ni en el origen parental de las mismas (45 
eventos se originaron en el alelo paterno y 40 en el materno del total de 85 de las 102 CNVs 
de novo que pudieron examinarse) (Pinto et al. 2014). Igual que Levy y col. (2011), entre las 
CNVs raras identificadas en estos dos estudios no sólo hubo eventos de novo sino también 
heredados (Pinto et al. 2010; Pinto et al. 2014), encontrándose que el 64% (54/84) de las 
CNVs patogénicas eran de novo (59% deleciones y 41% duplicaciones) y las restantes (36%) 
fueron heredadas, incluyendo 7 CNVs ligadas al cromosoma X transmitidas de una madre a 
sus hijos varones y 23 autosómicas. Por último, las deleciones patogénicas tendieron a ser 
más pequeñas que las duplicaciones y el tamaño de las CNVs de novo patogénicas fue, de 
media, significativamente más grande que el de las heredadas (3,14 Mb (excluyendo 3 
individuos afectos con aneuploidías del cromosoma completo) versus 1,44 Mb) (Pinto et al. 
2014). 
Recientemente, Sanders et al. (2015) analizaron los datos de CNVs de novo en los 10.220 
individuos de las 2.591 familias que completan la SSC, reproduciéndose la fuerte asociación 
de estas variantes con los TEA previamente publicada (Sebat et al. 2007; Levy et al. 2011; 
Sanders et al. 2011); en concreto, estimaron que el 4,1% de los casos de su cohorte portaban 
una CNV de novo que media el riesgo a TEA. Además de más frecuentes, las CNVs de novo 
en casos resultaron ser de mayor tamaño y más ricas en genes que las observadas en hermanos 
no afectos (Sanders et al. 2015). También estudiaron las CNVs heredadas raras en la SSC 
completa y, como previamente (Sanders et al. 2011), no encontraron un exceso significativo 
en casos en relación a los hermanos (tanto para CNVs totales como deleciones y 
duplicaciones por separado), sugiriéndose que la contribución de las CNVs heredadas raras 
detectadas por microarrays debe ser pequeña en TEA de familias con un único afecto aunque, 
el hecho de que algunas de estas CNVs se localizasen en loci de riesgo, les permitió concluir 
que un pequeño subgrupo de estas variantes confieren riesgo a TEA (Sanders et al. 2015). Por 
otro lado, utilizando datos de CNVs de novo de 4.687 casos de la SSC (Levy et al. 2011; 
Sanders et al. 2011; Sanders et al. 2015) y del AGP (Pinto et al. 2014) en combinación con 
datos de WES de 3.982 casos de la SSC (Iossifov et al. 2014) y del Autism Sequencing 
Consortium (ASC) (De Rubeis et al. 2014), encontraron evidencias de que las deleciones 
pequeñas de novo con frecuencia contienen un único gen de TEA de alto efecto que solapa 
con mutaciones de pérdida de función de novo; en cambio, las CNVs grandes de novo 
posiblemente contienen múltiples genes de efecto moderado (Sanders et al. 2015).  
(2) Múltiples CNVs raras, tanto de novo como heredadas, contribuyen a la susceptibilidad 
a los TEA y ninguna de estas variantes está presente en más del 1% de los individuos afectos, 
evidenciando la alta heterogeneidad de locus en la arquitectura genética de estos trastornos 
(Sebat et al. 2007; Marshall et al. 2008; Glessner et al. 2009; Pinto et al. 2010; Levy et al. 
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2011; Sanders et al. 2011; Girirajan et al. 2013a; Matsunami et al. 2013; Menashe et al. 2013; 
Pinto et al. 2014; Sanders et al. 2015). Varias de estas CNVs raras se han identificado 
recurrentemente en loci específicos que afectan a múltiples genes, incluyendo 
microdeleciones y/o microduplicaciones en los cromosomas 1q21.1, 3q13.2q13.31, 3q29, 
7q11.23, 15q11.2q13, 16p11.2, 17p11.2, 22q11.2 y 22q13 (Ballif et al. 2007; Potocki et al. 
2007; Weiss et al. 2008; Bucan et al. 2009; Depienne et al. 2009; Levy et al. 2011; Sanders et 
al. 2011; Girirajan et al. 2013a; Menashe et al. 2013; Shuvarikov et al. 2013; Sanders et al. 
2015), mientras que otras son CNVs que implican uno o un número menor de genes, entre los 
que se incluyen genes altamente penetrantes que codifican proteínas de complejos sinápticos, 
como las neurexinas, neuroliginas y las proteínas SHANK, o proteínas de adhesión celular 
neuronales con importantes papeles en el neurodesarrollo y/o en la neurotransmisión (Jamain 
et al. 2003; Laumonnier et al. 2004; Durand et al. 2007; Glessner et al. 2009; Gai et al. 2012; 
Leblond et al. 2012; Bena et al. 2013; Guilmatre et al. 2014; Leblond et al. 2014). Así, 
recientemente, al integrar los datos de CNVs de novo de la SSC completa con los datos de 
CNVs de novo de los 2.096 tríos del AGP previamente publicados (Pinto et al. 2014), se 
pudieron confirmar 8 loci de riesgo de TEA (FDR ≤ 0,1), incluyendo 6 CNVs multigénicas 
(1q21.1, 3q29, 7q11.23, 15q11.2q13, 16p11.2 y 22q11.2) y 2 monogénicas (2p16 afectando a 
NRXN1 y 22q13.33 afectando a SHANK3), si bien se estimó la existencia de un total de 246 
loci de CNVs de novo en TEA (181 loci para deleciones de novo y 168 loci para 
duplicaciones de novo) (Sanders et al. 2015). 
Dentro de las aberraciones cromosómicas recurrentes que afectan a múltiples genes, en 
ocasiones se han podido detectar CNVs atípicas de menor tamaño que han implicado genes 
candidatos concretos en los fenotipos del neurodesarrollo, como es el caso de los genes 
CHD1L y ACACA para las deleciones 1q21 y 17q12, respectivamente (Girirajan et al. 2013a). 
(3) Otro punto importante en el contexto de la genética de los TEAs, igual que se 
comentó anteriormente para DI, se refiere a la expresividad variable (variaciones en el 
fenotipo entre individuos con un genotipo determinado) y la penetrancia (probabilidad de que 
un individuo con un genotipo dado manifieste la clínica) incompleta. Así, la mayoría de las 
CNVs y variantes en genes implicados en TEA también se han encontrado en otros trastornos 
del neurodesarrollo y psiquiátricos, como DI con/sin rasgos autistas, TDAH, trastorno bipolar, 
y/o esquizofrenia, apuntando a un solapamiento en la etiología genética de estos trastornos. 
Además, hasta un 40% de las CNVs específicas de familias son heredadas de un progenitor 
(aparentemente) sin el fenotipo y las diferentes CNVs exhiben grados variables de penetrancia 
para TEA, dependiendo de múltiples factores como la sensibilidad a dosis y la función de los 
genes que contienen (Devlin y Scherer 2012). Como se comentó en el apartado "1.2.3.3.1 
Expresividad variable y penetrancia incompleta", las estimas de penetrancia de las CNVs 
recurrentes en relación a fenotipos del neurodesarrollo y esquizofrenia han sido calculadas por 
diversos autores (Vassos et al. 2010; Malhotra y Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et 
al. 2013). Así, aquellas CNVs con fuerte impacto en la expresión de TEA por ejemplo, 
duplicación 15q11q13 materna y las CNVs causales de los síndromes de Williams-Beuren 
(microdeleción 7q11.23; OMIM 194050), Kleefstra (microdeleción 9q34.3 incluyendo al gen 
EHMT1, OMIM 610253), Smith-Magenis (microdeleción 17p11.2; OMIM 182290) y 
Pheland-McDermid (microdeleción 22q13 implicando al gen SHANK3; OMIM 606232) se 
presentarán principalmente de novo, causarán síntomas de TEA más graves y serán 
prevalentes entre los TEA esporádicos. En cambio, aquellas CNVs con efectos más leves o 
moderados (por ejemplo, deleciones en 15q11.2, 16p12.1 y SHANK2) podrán presentarse de 




"múltiples eventos") para manifestarse el fenotipo de TEA (Girirajan et al. 2010; Leblond et 
al. 2012). 
(4) Como se indicó en el apartado "1.2.3.3.2 Causas de la expresividad variable y la 
penetrancia incompleta" de esta Introducción, Girirajan y col. (2010) propusieron el modelo 
de doble-evento según el cual algunas CNVs identificadas en pacientes con retraso del 
desarrollo por sí mismas no serían totalmente penetrantes, pero en combinación con otros 
factores (genéticos o no genéticos) podrían desencadenar el fenotipo (Girirajan et al. 2010). 
Esta hipótesis se ha propuesto también como una posible explicación de la penetrancia 
incompleta y/o expresividad variable manifestada por algunas CNVs recurrentes (y no 
recurrentes) en pacientes con TEA (Leblond et al. 2012; Kirov et al. 2013).  
1.2.4.5 Variantes de un único nucleótido en TEA 
En los últimos años, los avances en las técnicas de NGS y su aplicación en investigación 
y diagnóstico están favoreciendo también la identificación de indels y SNVs y, en 
consecuencia, de nuevos genes candidatos, causales o de susceptibilidad a los TEA (Awadalla 
et al. 2010; O'Roak et al. 2011; Buxbaum et al. 2012; Chahrour et al. 2012; Iossifov et al. 
2012; Michaelson et al. 2012; Nava et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al. 2012a; 
O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012; Jiang et al. 2013; Lim et al. 2013; Shi et al. 2013; 
Toma et al. 2013; Yu et al. 2013; De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014; Krumm et al. 
2015; Sanders et al. 2015; Yuen et al. 2015):  
Los primeros estudios de secuenciación a gran escala, que conjuntamente analizaron los 
exomas de aproximadamente 1.000 familias (tríos y cuartetos) de TEA, demostraron la 
importancia de las indels/SNVs de novo en la etiología de estos trastornos. Además apoyaron 
la estima anterior, basada en la distribución de las CNVs de novo, de que cientos de genes 
(posiblemente más) estarían implicados en TEA y descubrieron, colectivamente, 9 genes con 
elevada probabilidad de ser de riesgo debido a que portaban eventos de novo altamente 
deletéreos (ANK2, CHD8, CUL3, DYRK1A, GRIN2B, KATNAL2, POGZ, SCN2A y TBR1) 
(O'Roak et al. 2011; Iossifov et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 
2012). Otra importante contribución de estos trabajos iniciales al conocimiento de las bases 
genéticas del TEA consistió en verificar que sólo una fracción de las mutaciones de novo de 
predicción de alterar la función de la proteína se esperaba que fuesen causales y que aquellas 
que conferían riesgo, aunque colectivamente aumentaban el riesgo de enfermedad en 5-20 
veces, afectaban a genes con penetrancia incompleta (Neale et al. 2012). A pesar de la 
evidente extrema heterogeneidad genética del TEA, estos trabajos también apuntaron a un 
número relativamente pequeño de rutas biológicas implicadas (plasticidad sináptica, 
remodelación de la β-catenina/cromatina) (Iossifov et al. 2012; O'Roak et al. 2012b) y 
mostraron que proteínas codificadas por genes con mutaciones sin sentido y de cambio de 
sentido de novo presentaban un mayor grado de conectividad entre ellas y con genes 
previamente implicados en DI/TEA (Neale et al. 2012). En dos de estos estudios iniciales se 
demostró, además, que las SNVs de novo eran principalmente de origen paterno relación 
paterno: materno de 4:1 en (O'Roak et al. 2012b) y que se relacionaban positivamente con la 
edad paterna (Iossifov et al. 2012; O'Roak et al. 2012b).  
Estos primeros trabajos pusieron también en evidencia que, aunque se identificaron 
muchas mutaciones de novo en TEA, pocos genes se encontraban recurrentemente afectados. 
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Por ello, O´Roak y col. (2012a) desarrollaron un método basado en MIP (del inglés, 
Molecular Inversion Probes) modificado que permite la resecuenciación a bajo coste en 
tamaños muestrales grandes y lo aplicaron capturando y secuenciando 44 genes candidatos en 
2.446 pacientes con TEA. Esta estrategia les permitió encontrar 27 mutaciones de novo en 16 
genes, 59% de las cuales fueron de predicción de truncar la proteína o de alterar el lugar de 
splicing, y estimar que mutaciones disruptivas recurrentes en 6 de estos genes (CHD8, 
DYRK1A, GRIN2B, TBR1, PTEN y TBL1XR1) podrían suponer el 1% de los TEA 
esporádicos. Otro hallazgo importante consistió en reproducir la implicación de la 
remodelación de la β-catenina/cromatina en la etiología de los TEA (O'Roak et al. 2012a). 
Un nuevo estudio, esta vez empleando datos de WGS, investigó los patrones de 
mutaciones germinales en gemelos monocigóticos concordantes con TEA y sus padres. Las 
mutaciones de novo identificadas en estas muestras de gemelos afectaron a un total de 34 
genes, incluyendo 29 genes codificantes de proteína y 5 ARNs no codificantes (Michaelson et 
al. 2012). El estudio de las mutaciones de novo en esos 29 genes codificantes en los datos de 
WES (962 casos y 560 controles) previos (Iossifov et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et 
al. 2012b; Sanders et al. 2012) permitió detectar 7 mutaciones codificantes de novo en 5 
genes, dos de ellos (KIRREL3 y GPR98) impactados dos veces en casos, y evidenciar la 
ausencia de este tipo de mutaciones en controles. De este modo, concluyen que existe un 
solapamiento significativo entre genes mutados en gemelos monocigóticos concordantes y 
casos de TEA esporádico en relación al número total de mutaciones, número de dobles 
eventos y número de genes (Michaelson et al. 2012). 
La estrategia de WES ha sido también extensamente utilizada para estudiar el papel en 
los TEA de las mutaciones recesivas en familias consanguíneas o con ancestralidad distante 
compartida (Chahrour et al. 2012; Yu et al. 2013) y de la variación heredada en familias con 
múltiples afectos (Lim et al. 2013; Toma et al. 2013; Yu et al. 2013). Así, la secuenciación de 
exomas seguido del análisis de homocigosidad en 16 familias con autismo no consanguíneas, 
pero con evidencia de ancestralidad distante compartida, permitió identificar mutaciones 
recesivas potencialmente patogénicas en 4 genes candidatos noveles (UBE3B, CLTCL1, 
NCKAP5L y ZNF18), implicados en proteolisis, señalización mediada por GTPasas, 
organización del citoesqueleto y otras rutas (Chahrour et al. 2012). Por su parte, Yu y col. 
(2013) analizaron la variación genética en familias de TEA enriquecidas en causas heredadas 
debido a consanguinidad (o ancestralidad compartida entre los padres, principalmente primos) 
y encontraron mutaciones recesivas asociadas con TEA familiar en genes de enfermedad 
(AMT, PEX7, SYNE1, VPS13B, PAH y POMGNT1). El estudio de estos genes en familias no 
consanguíneas de la SSC (n=612 familias evaluadas, incluyendo 193 tríos y 419 cuartetos) 
permitió detectar un exceso modesto de mutaciones bialélicas heredadas raras (MAF < 1%) 
que alteraban la función de la proteína en casos comparado con controles en, al menos, uno de 
estos genes. Así, evidenciaron que las mutaciones bialélicas podían identificarse también en 
familias con TEA no consanguíneas a pesar de necesitarse análisis más extensos (en número 
de pacientes y de genes) para estimar su contribución y prevalencia (Yu et al. 2013). 
Simultáneamente, Lim y col. (2013) publicaron un estudio en el que se secuenció el exoma 
completo de 933 casos y 869 controles y se identificaron genes con variantes de pérdida de 
función (definidas estas como variantes sin sentido o de sitios de splicing esenciales) 
homocigotas y heterocigotas compuestas. Este estudio mostró una contribución al riesgo de 
TEA del 3% para la variación autosómica recesiva y del 2% para las variantes hemicigotas 




familias de autismo con múltiples afectos fue la estrategia empleada por Toma y col. (2013) 
para estudiar el papel de las variantes raras heredadas compartidas por hermanos afectos. Para 
ello, secuenciaron 10 familias y verificaron 220 variantes raras transmitidas de cada padre a, 
al menos, dos de sus hijos afectos. Entre estas alteraciones, el 83% fueron mutaciones con 
cambio de sentido de predicción patogénica, el 16% fueron de predicción de causar la 
alteración de la proteína (mutaciones sin sentido e indels de cambio en la pauta de lectura) y 
el restante 1% estuvo representado por variantes que alteraban el lugar de splicing o de codón 
de parada (0,5% cada tipo de variante). Todas estas variantes se presentaron en heterocigosis 
y ningún gen estuvo mutado en más de una familia. El conjunto de variantes seleccionadas en 
este estudio estuvo enriquecido en genes implicados en funciones neuronales o previamente 
identificadas en autismo pero también en otros trastornos del neurodesarrollo y psiquiátricos o 
problemas neurológicos (epilepsia, dislexia, DI, TDAH y esquizofrenia). También 
encontraron una correlación negativa entre la carga de mutaciones que alteraban la proteína 
(sin sentido y de cambio en la pauta de lectura) y el cociente intelectual no verbal de los 
afectos. Finalmente, el análisis de interacción proteína-proteína con la lista de genes mutados 
en estas muestras reveló que el gen postsináptico YWHAZ es el nodo más interconectado de la 
red con mayor puntuación, en la que se incluyen genes previamente implicados en autismo y 
otros trastornos psiquiátricos (por ejemplo, SCN1A, PAX3, KDM5C, TSC1, NF1, CYFIP1, 
KCNQ3 y LAMA5) (Toma et al. 2013). 
En el año 2014, se publicaron simultáneamente dos nuevos estudios de WES en grandes 
cohortes de pacientes con TEA (De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014). La secuenciación 
de más de 2.500 familias de la SSC incluyendo aproximadamente 800 familias previamente 
publicadas (Iossifov et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012) 
permitió evidenciar que, mientras las tasas de mutación sinónima de novo no diferían 
significativamente entre afectos (0,34 por niño) y hermanos no afectos (0,33 por niño), la 
mutaciones de novo que alteraban potencialmente el gen ocurrían a tasas significativamente 
mayores en pacientes (0,21) que en hermanos no afectos (0,12) y estimaron que el 43% de 
estas mutaciones contribuían al 9% de los casos de TEA. Identificaron, en pacientes, un total 
de 391 mutaciones de novo que alteraban potencialmente el gen en 353 genes diana (27 de 
ellos de forma recurrente, incluyendo los 9 identificados en los cuatro estudios iniciales de 
WES). El análisis de agrupamiento funcional de estos genes mostró las mayores señales de 
solapamiento con genes dianas de la proteína FMRP (del SXF), modificadores de la 
cromatina y de genes expresados en el desarrollo embrionario. Los 27 genes recurrentemente 
mutados mostraron también un fuerte enriquecimiento en dianas FMRP y modificadores de la 
cromatina (Iossifov et al. 2014). De forma similar a trabajos previos (Iossifov et al. 2012; 
O'Roak et al. 2012b), también encontraron que las mutaciones de novo eran más 
frecuentemente de origen paterno y que la tasa de mutación incrementaba con la edad de los 
progenitores lo cual, a juicio de estos autores, podría explicar parcialmente el incremento en 
la tasa de autismo en la descendencia de padres de edad más avanzada (Iossifov et al. 2014). 
Por su parte, De Rubeis y col. (2014) estudiaron el exoma de 3.871 casos de TEA y 9.937 
controles del ASC; en concreto, 2.270 tríos incluyendo los previamente publicados (Iossifov 
et al. 2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012), 1.601 casos y 5.397 
controles de la misma población. Empleando una aproximación estadística capaz de medir la 
asociación con enfermedad de cada gen en base tanto a la herencia de novo y heredada como a 
la variación identificada en la muestra caso-control y considerando SNVs/indels de pérdida de 
función (mutaciones sin sentido, de cambio en la pauta de lectura y de sitio de splicing) y 
SNVs de cambio de sentido posiblemente deletéreas, identificaron 33 genes de riesgo de TEA 
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(incluyendo los 9 genes identificados en los estudios iniciales (Iossifov et al. 2012; Neale et 
al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012) y algunos de ellos con un OR de 20 o 
mayor) y otros 74 genes que podrían, también, contribuir al riesgo. Conjuntamente, estos 107 
genes autosómicos presentaban mutaciones de pérdida de función de novo en 5% de los 
individuos con TEA. Finalmente, el análisis de rutas biológicas permitió implicar genes 
sinápticos, de regulación de la transcripción y remodelado de la cromatina en la patofisiología 
del TEA (De Rubeis et al. 2014). 
Más recientemente, con la culminación del genotipado y la secuenciación de exoma de la 
SSC completa, pudo estimarse que el 6,9% de los casos de esta colección portaban una SNV 
de novo de pérdida de función que, sumados al 4,1 % de los casos debidos a CNVs de novo 
(ver subapartado anterior), sitúan en un 11 % el total de casos de TEA atribuibles a variación 
de novo; estima que, por otro lado, los autores consideran conservadora pues excluye CNVs 
pequeñas no detectadas por microarrays, variaciones estructurales y otras variantes detectadas 
por secuenciación diferentes a las de pérdida de función y que también podrían contribuir al 
riesgo (Sanders et al. 2015). Analizando conjuntamente los datos de pequeñas deleciones, 
indels y SNVs de novo de la SSC en combinación con datos previamente publicados del ASC 
(De Rubeis et al. 2014) y del AGP (Pinto et al. 2014), identificaron un total de 65 genes de 
riesgo (FDR ≤ 0,1), 27 de los cuales no habían alcanzado ese umbral en las cohortes 
independientes. El análisis Gene Ontology de estos genes mostró un fuerte enriquecimiento en 
la regulación de la cromatina debido a 8 genes (ARID1B, ASH1l, CHD8, DNMT3A, KMT2C, 
KMT2E, KDM5B y SUV420H1). Finalmente, vieron que estos 65 genes forman una red de 
interacciones proteína-proteína compuesta por dos subredes; una enriquecida en genes que 
codifican reguladores de la cromatina y genes de la transcripción y otra en genes de proteínas 
sinápticas/neuronales (Sanders et al. 2015), similar a hallazgos previos (O'Roak et al. 2012b; 
Iossifov et al. 2014; Pinto et al. 2014).  
También recientemente y como ya se explicó en el apartado anterior para las CNVs, el 
estudio de 2.377 familias con autismo de la SSC permitió constatar que las SNVs heredadas 
privadas que generan proteínas truncadas en genes conservados están enriquecidas en casos 
en comparación con hermanos no afectos, que esta contribución al TEA es mayor e 
independiente de la aportación de las CNVs heredadas raras y que es un efecto debido a una 
desviación significativa de la transmisión de eventos maternos a los hijos varones (Krumm et 
al. 2015). 
En su estudio del genoma completo de 85 familias con dos hermanos afectos, Yuen y col. 
(2015) no encontraron diferencias significativas en el número de mutaciones de novo entre 
hermanos (Yuen et al. 2015) y la tasa por genoma individual para este tipo de variantes fue 
similar a la detectada en familias con un único hijo afecto (Jiang et al. 2013; De Rubeis et al. 
2014; Iossifov et al. 2014). Tanto el número de SNVs de novo como el de indels de novo se 
correlacionó con la edad paterna (Yuen et al. 2015) y, concordante con datos previos en 
familias con un único afecto (O'Roak et al. 2012b), el 76% de las mutaciones de novo se 
originaron en el cromosoma paterno. Identificaron mutaciones relevantes para TEA en 36 de 
las 85 familias estudiadas (lo que supone una capacidad diagnóstica del 42,4%) y encontraron 
que el 69,4% de los hermanos afectos portaron mutaciones relevantes diferentes, tendiendo 
estos a presentar más variabilidad fenotípica que aquellos que compartían la variante de riesgo 




Las formas de TEA asociadas a SNVs en el cromosoma X también han sido estudiadas 
por tecnologías de nueva generación, bien por secuenciación de exoma/genoma completo 
como algunas de las publicaciones anteriormente mencionadas (Lim et al. 2013) o del 
exoma del cromosoma X en familias con sospecha de TEA-LX. Por ejemplo, Nava y col. 
(2012) secuenciaron el exoma del cromosoma X de 12 familias independientes con dos 
varones afectos y encontraron 36 variantes raras posiblemente deletéreas en 33 genes, 
incluyendo PHF8 y HUWE1 (previamente implicados en DI) y TMLHE (propuesto por estos 
autores como gen candidato en base a la detección de 2 nuevas variantes de cambio de sentido 
en una cohorte adicional de 501 varones con TEA no identificadas en controles) (Nava et al. 
2012). 
Globalmente, los estudios genómicos llevados a cabo en TEA han aportado 
principalmente genes no solapantes, evidenciando la elevada heterogeneidad genética de estos 
trastornos, en consonancia con predicciones de que deben existir 1000 loci de TEA 
(Buxbaum et al. 2012) y que las variantes de riesgo identificadas hasta la fecha sólo 
representan una proporción de la heredabilidad global estimada. Estos estudios también han 
sugerido que los genes afectados por CNVs, indels o SNVs de pérdida de función podrían 
alterar rutas biológicas conectadas, existiendo evidencias de convergencia funcional hacia 
procesos celulares concretos, entre los que se incluyen la sinaptogénesis, la guía axonal y el 
desarrollo y la movilidad de las neuronas, la proliferación, la proyección y la movilidad de las 
células, la modificación de la cromatina, la regulación de la transcripción y el splicing 
(Glessner et al. 2009; Pinto et al. 2010; Gilman et al. 2011; Levy et al. 2011; Sanders et al. 
2011; Ben-David y Shifman 2012; Chahrour et al. 2012; Griswold et al. 2012; Iossifov et al. 
2012; Kou et al. 2012; Lu et al. 2012; O'Roak et al. 2012b; Saxena et al. 2012; Ebert y 
Greenberg 2013; Kenny et al. 2013; Matsunami et al. 2013; Noh et al. 2013; De Rubeis et al. 










2 JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
La etiología de la discapacidad intelectual (DI) y de los trastornos del espectro autista 
(TEA) incluye tanto factores ambientales como genéticos y, a pesar de que se estima que sus  
heredabilidades son elevadas, una proporción importante de los pacientes permanecen sin un 
diagnóstico genético definitivo. Sin embargo, gracias al desarrollo y al avance de las nuevas 
tecnologías, capaces de analizar el genoma completo y de hacerlo a mayor resolución que las 
técnicas convencionales, en los últimos años ha habido un progreso significativo en el 
esclarecimiento de las causas genéticas asociadas a estos trastornos. Una estrategia que está 
siendo particularmente útil en el descubrimiento de loci y genes asociados con estos fenotipos 
consiste en el genotipado de variantes del número de copias o CNVs (del inglés Copy Number 
Variations). Las CNVs (fragmentos de ADN de tamaño ≥ 1 kb y que están presentes en 
número de copia variable en relación a un genoma de referencia) son una fuente prevalente de 
variación genómica, que contribuye tanto a la variación fenotípica normal como a la 
susceptibilidad a padecer enfermedades en los individuos.  
Este trabajo se centrará en el estudio de las bases genéticas de la DI y los TEA, 
concretamente en la determinación del papel de las CNVs en la etiología de estos trastornos. 
En el año 2010, The International Standards for Cytogenomic Arrays  Consortium recomendó 
la utilización de los paneles de CGH (del inglés Comparative Genomic Hybridization) y de 
los paneles de SNPs (del inglés Single Nucleotide Polymorphisms) como primera prueba 
genética en pacientes con fenotipos como DI, TEA y anomalías congénitas. Por este motivo, 
se realizará el genotipado de CNVs con paneles de SNPs de alta densidad del genoma 
completo en muestras de pacientes gallegos con DI y TEA y se perseguirán los siguientes 
objetivos concretos:  
1) Estudiar el papel de las CNVs en la etiología genética de la DI y los TEA. 
2) Determinar las contribuciones y las limitaciones de los estudios de las CNVs al 
conocimiento de las bases genéticas de la DI y los TEA. 
3) Evaluar la utilidad de los paneles de SNPs como herramienta diagnóstica y determinar 
su campo diagnóstico en pacientes con DI y/o TEA. 
4) Diseñar el protocolo-flujo de trabajo para el diagnóstico genético de pacientes con DI 
y TEA y establecer las recomendaciones para el análisis y la clasificación de las CNVs 
detectadas mediante técnicas moleculares. 
5) Descripción clínica y caracterización molecular de algunos de los pacientes con CNVs 
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Intellectual disability (ID) is a complex and phenotypically heterogeneous 
neurodevelopmental disorder characterized by significant deficits in cognitive and adaptive 
skills, debuting during the developmental period. In the last decade, microarray-based copy 
number variation (CNV) analysis has been proved as a strategy particularly useful in the 
discovery of loci and candidate genes associated with these phenotypes and is widely used in 
the clinics with a diagnostic purpose. In this study, we have evaluated the usefulness of two 
genome-wide high density SNP microarrays -Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array 
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that were grouped into the following classes: Clinically relevant (67/186; 36.0 %), of 
unknown clinical significance (93/186; 50.0 %) and benign (26/186; 14.0 %). The 67 
pathogenic CNVs were identified in 64 patients, which means an overall diagnostic yield of 
11.2 %. Taken together, our findings confirmed that ID is also a genetically heterogeneous 
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ABSTRACT 
Intellectual disability (ID) is a complex and phenotypically heterogeneous 
neurodevelopmental disorder characterized by significant deficits in cognitive and 
adaptive skills, debuting during the developmental period. In the last decade, 
microarray-based copy number variation (CNV) analysis has been proved as a strategy 




particularly useful in the discovery of loci and candidate genes associated with these 
phenotypes and is widely used in the clinics with a diagnostic purpose. In this study, 
we have evaluated the usefulness of two genome-wide high density SNP microarrays -
Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array (n= 126 patients; Group 1) and CytoScan 
High-Density SNP array (n= 447 patients; Group 2)- in the detection of clinically 
relevant CNVs in a cohort of 573 ID patients from Galicia (NW Spain). In 159 (27.7 %) 
patients, we detected 186 rare exonic chromosomal imbalances, that were grouped 
into the following classes: Clinically relevant (67/186; 36.0 %), of unknown clinical 
significance (93/186; 50.0 %) and benign (26/186; 14.0 %). The 67 pathogenic CNVs 
were identified in 64 patients, which means an overall diagnostic yield of 11.2 %. 
Taken together, our findings confirmed that ID is also a genetically heterogeneous 
condition in the Galician population and demonstrated the importance of applying 
genome-wide high resolution SNP microarrays in the detection of its genetic etiology. 
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In the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition (DSM-5), 
intellectual disability (ID) is defined as a complex and clinically heterogeneous 
neurodevelopmental disorder characterized by a significant deficit in cognitive and 
adaptive skills, with onset during the developmental period. Intellectual disabilities 
also include global developmental delay (GDD) -used for patients under the age of 5 
years whose intellectual functioning cannot be accurately assessed but a significant 
delay in several areas of development is detected- and unspecified ID -used for 
patients over the age of 5 years when the clinical severity level cannot be assessed 
because of sensory or physical impairments (APA 2013). In Western countries, the 
prevalence of GDD/ID is estimated to be between 1-3 % in the general population and 
approximately 0.3-0.6 % is severely affected (Leonard and Wen 2002; Patel et al. 
2010; APA 2013).  
The genetic basis of ID is still unclear in most of the affected children (Ropers 2008; 
Kaufman et al. 2010; Ropers 2010), with the extensive genetic heterogeneity as one 
of the plausible explanations. In 2010, The International Standards for Cytogenomic 
Arrays (ISCA) Consortium recommended the use of Single Nucleotide Polymorphism 
(SNP) and Comparative Genomic Hybridization (CGH) arrays as a first-tier diagnostic 
test in patients with phenotypes such as GDD/ID, autism spectrum disorders (ASDs) 
and multiple congenital anomalies (MCA) (Miller et al. 2010), allowing the 
identification of rare microdeletions and microduplications (numerical submicroscopic 
chromosome abnormalities, collectively known as copy number variants or CNVs) as 
new genetic causes associated with these neurodevelopmental disorders (Cooper et al. 
2011; Girirajan et al. 2011; Kaminsky et al. 2011; Girirajan et al. 2012; Vulto-van 
Silfhout et al. 2013; Coe et al. 2014; Deciphering Developmental Disorders 2015; 
Wright et al. 2015). Also recently, next-generation sequencing (NGS) technologies 
have been proven successful for the detection of single nucleotide variants (SNVs), 
small insertion-deletions (indels) and CNVs implicated in ID (Hu et al. 2009a; Hu et 
al. 2009b; Vissers et al. 2010; Najmabadi et al. 2011; de Ligt et al. 2012; Rauch et al. 
2012; de Ligt et al. 2013; Piton et al. 2013; Athanasakis et al. 2014; Coe et al. 2014; 
Gilissen et al. 2014; Helsmoortel et al. 2014; Redin et al. 2014; Vergult et al. 2014; 
Deciphering Developmental Disorders 2015; Hu et al. 2015; Niranjan et al. 2015; 
Wright et al. 2015). Many of the CNVs and genes involved in neurodevelopmental 
phenotypes are characterized by variable expressivity and incomplete penetrance 
(Malhotra and Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013), making their 
clinical interpretation a challenging task (Hehir-Kwa et al. 2013; Vulto-van Silfhout et 
al. 2013).  
Here, we evaluate the utility of two Affymetrix genome-wide SNP microarrays -
Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array and CytoScan High-Density SNP array- to 




detect clinically relevant CNVs in DNA samples from 625 patients with ID from Galicia 
(NW Spain).  
MATERIALS AND METHODS 
1. Patients and clinical assessment 
A total of 625 Galician (NW Spain) patients were recruited from the Complexo 
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela and referred to the Fundación 
Pública Galega de Medicina Xenómica for genetic study by means of genome-wide SNP 
arrays. All participants had a clinical diagnosis of unexplained GDD or ID with or 
without another medical condition (e.g. ASD, attention deficit hyperactivity disorder 
(ADHD), epilepsy, dysmorphic features and/or congenital anomalies). The age at 
assessment ranged from 3 months to 18 years and the male-to-female gender ratio 
was 1.5 (375 males and 250 females). The GDD/ID, ASD and ADHD diagnoses were 
based on the DSM-5 and the exclusion criteria were: (1) Patients with a non-genetic 
etiological diagnosis, (2) patients with a clinically recognizable syndrome, (3) 
patients positive for conventional cytogenetics (karyotyping and/or FISH) and/or 
Fragile X syndrome or (4) patients for whom, based on their clinical characteristics, 
sequencing (specific gene, gene panels, X-chromosome or whole genome/exome 
sequencing) was indicated as a better experimental approach.  
Clinical data was provided by the referring physician and included a medical history 
(i.e. anamnesis, personal and family histories, physical and dysmorphological 
examination) and basic complementary tests, including haemogram test, conventional 
biochemical profile, thyroid hormone profile (FT3, FT4 and TSH), brain magnetic 
resonance imaging (MRI),  abdominal ultrasound, bone scan, cardiac examination, 
hearing test and ophthalmological examination.  
The parents or legal representatives gave their written informed consent and the study 
was approved by the local ethical committee (Comité de Ética da Investigación de 
Santiago-Lugo; 2015/189). 
2. Microarray-based copy number variation analysis and quality control 
Genomic DNA was obtained from peripheral blood and isolated using Chemagic DNA 
Blood100 kit, following the manufacturer´s recommendations (Chemagic DNA 
Blood100 kit protocol) (PerkinElmer Chemagen Technologies GmbH, Germany).  
DNA samples were then genotyped using the Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP 
array (n= 143 patients; Group 1) and the CytoScan High-Density SNP array (n= 482 
patients; Group 2), following strictly the manufacturer’s instructions (Affymetrix 
Cytogenetics 2.7M™ Assay Protocol and Affymetrix CytoScan™ Assay User Manual, 




design with a coverage of approximately 2.7 million markers for the detection of 
chromosomal aberrations at a gene level and include 400,103 and 743,304 SNPs. 
Briefly, the Cytogenetics 2.7M assay started with a whole genome amplification of  
100 ng of total genomic DNA, followed by a purification step with para-magnetic 
beads. After that, the purified samples are fragmented, biotin-labeled and hybridized 
to a Cytogenetics Array. For samples genotyped using the CytoScan High-Density SNP 
array, a total of 250 ng of genomic DNA was first digested with the Nsp I restriction 
enzyme to generate fragments of 200 to 1,100 base pairs (bp). These fragments were 
then ligated to a Nsp I adaptor, amplified through PCR, purified using para-magnetic 
beads and fragmented to less than 200 bp using the DNAse I enzyme. Fragmented DNA 
was end-labeled and hybridized to the CytoScan High-Density SNP cartridge. In both 
protocols, the samples were finally washed, stained and scanned, steps controlled by 
the GeneChip Command Console (AGCC) software, version 4.1.2 (Affymetrix, Santa 
Clara, CA, USA), and image files were automatically processed for allele calling and 
quality control assessment.  
Microarray-based copy number variation analysis was performed using the Chromosome 
Analysis Suite software (ChAS), version 1.2.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) and 
genomic imbalances were annotated based on the GRCh37/hg19 Genome Build (Feb 
2009). The main quality control (QC) parameters were the Median Absolute Pairwise 
Difference (MAPD) and SNP-QC scores for copy number and SNP probes, respectively. 
Samples with MAPD >0.27 and SNP-QC <1.1 for the Cytogenetics array or MAPD >0.25 
and SNP-QC <15 for the CytoScan HD array were excluded from the analysis. Those 
samples genotyped with the CytoScan HD array were also checked for duplicates and 
relatives with an IBD (Identical-By-Descent) analysis using Plink 
(http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) (Purcell et al. 2007). Those pairs 
showing an IBD value >0.185 were evaluated (Anderson et al. 2010) and only one 
individual from each pair was retained. In addition, outliers were identified by 
Principal Component Analysis (PCA) and individuals whose PC loadings were more than 
six standard deviations away from the mean of PC1 or PC2 were discarded (Price et al. 
2006). Finally, samples that passed QC metrics but showed chromosomal abnormalities 
longer than > 7.5 Mb or long runs of homozygosity and patients with phenotypically 
recognizable syndromes were excluded from the main analyses and listed as 
Supplemental Data. A cutoff of >7.5 Mb was selected to be consistent with large 
cytogenetically visible chromosome abnormalities, as recommended by (Pinto et al. 
2014). 
For patients with abnormal microarray findings, parental testing was undertaken, 
when possible, in order to determine the inheritance pattern of the deletion and/or 
duplication. For this purpose, chromosomal microarray analysis (using Affymetrix 
Cytogenetics 2.7M, CytoScan HD or CytoScan 750K SNP arrays, following the 
manufacture´s specifications) and/or standard karyotyping or FISH (in cases where a 




parental balanced translocation/inversion was a potential underlying explanation for 
the patient´s genotype) were performed. 
After sample filtering, all CNVs went through further QC filtering. Firstly, raw CNVs in 
the same sample were joined together if the distance between them was less than 50 
% of their combined length. CNVs were then excluded if: (1) they were covered by a 
mean marker distance (calculated dividing the size of the CNV by the number of 
markers in the segment) greater than 2.5 kb, (2) were detected with less than 100 
markers (for Cytogenetics array) or 140 and 60 markers for copy number gains and 
losses, respectively (for CytoScan HD array) (these values were obtained from the 90th 
percentile of the distribution of gains and losses, observed in a preliminary analysis of 
this study after excluding those CNVs with a mean marker distance higher than 2.5 
kb), (3) were less than 100 kb in length, or (4) were chromosome Y-CNVs. These 
"clinical settings" exceeded the standard thresholds recommended by Affymetrix and 
were also more stringent than those previously established in the literature after 
validation analysis (D'Amours et al. 2014; Choucair et al. 2015; Uddin et al. 2015). 
Finally, the remaining high quality CNVs were merged together and non-exonic CNVs 
were filtered out using an in-house developed program (ExonReducer3). 
3. CNV classification criteria 
In order to classify and assess the clinical relevance for a particular CNV, we first 
identified exonic CNVs previously associated with neurodevelopmental or 
neuropsychiatric phenotypes from the list of CNVs analyzed by Kirov et al. 2013. As 
they previously defined, a CNV was called as covering a CNV locus if it spanned >50 % 
of the region commonly accepted for that variant. In the case of loci that include only 
single genes, we accepted CNVs that intersected at least one exon of the gene in 
question (Kirov et al. 2013). Second, we used an in-house developed program to filter 
out polymorphic CNVs; i. e., CNV loci with a frequency >1 % in our patients and > 1 % 
in 894 controls (253 genotyped with the Cytogenetics 2.7M array + 641 genotyped 
with the CytoScan HD array) of European ancestry (provided by Affymetrix), as well as 
those exonic CNVs present in the Database of Genomic Variants (DGV) 
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) as common variation were excluded for further 
analyses. For that purpose, CNVs with >50 % overlapping were considered the same 
aberration. These two sets of CNVs ("Kirov CNVs" and CNVs at frequency <1%) were 
merged together for classification and later referred to as "rare exonic CNVs". 
In order to classify these rare exonic CNVs, we considered their type (gain and loss), 
size, location, gene content and inheritance pattern (when DNA samples from the 
patient´s parents were available), as well as the patient´s phenotypes and their 
clinical data. By searching genome variant databases, including Online Mendelian 
Inheritance in Man (OMIM) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), ClinGen Dosage Sensitivity Map 




(http://dbsearch.clinicalgenome.org/search/), Clinical Genomic Database 
(http://research.nhgri.nih.gov/CGD/search/), DECIPHER 
(https://decipher.sanger.ac.uk/) and published literature 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), CNVs were finally classified as (1) Clinically 
relevant, if they were previously reported as a risk factor or causal for ID or any other 
neurodevelopmental or psychiatric disorder or if a clinical impact on the phenotype 
could be definitively established, based on their type (gain or loss), size (those 
aberrations larger than 3 Mb were all considered as clinically significant (Kearney et 
al. 2011)), location, gene content and/or inheritance pattern; (2) of unknown clinical 
significance if, at the time of reporting, it was not possible to unambiguously 
determine their effect on the phenotype and (3) benign, if they only covered non-
coding RNAs, were gene-poor (maximum of 2 genes) with no evidence of association 
with the phenotype for any of the genes within the aberration and/or were well-
documented as a benign variant in multiple peer-reviewed publications and/or curated 
databases. CNVs reported as of uncertain clinical significance were subclassified as: 
(A) likely pathogenic if: (1) there was evidence in the literature of patients with 
similar genotype and phenotype, but this was not conclusive to be considered 
definitely pathogenic; (2) there were multiple examples of equivalent CNVs mostly 
considered probably causal in patient repositories (e. g., ISCA or  DECIPHER); (3) they 
were deletions encompassing candidate genes for autosomal dominant forms of 
ID/ASD and/or (4) they partially overlapped with a known genomic syndrome and 
included relevant gene/s for the phenotype; (B) non subclassified, a broad category 
including those rare exonic CNVs that did not meet the criteria to be classified as 
(likely) pathogenic or (likely) benign; for example, unknown CNVs found in more than 
one patient in our internal database or if there was insufficient, contradictory or 
inconclusive information in the literature or curated databases and (C) likely benign, 
when there was no evidence of association with the phenotype for any of the genes 
within the aberration, but the number of genes exceeded the maximum established for 
benign variants. 
RESULTS 
1. Sample distribution and quality control 
From our initial cohort of 625 participants (375 males and 250 females; gender male-
to-female ratio of 1.5), a total of 24 samples were excluded after quality control 
filtering based on MAPD and SNP-QC scores. Thirteen siblings and 15 patients with 
chromosomal abnormalities longer than 7.5 Mb, long runs of homozygosity or 
clinically recognizable syndromes (Table S1 of Supplemental Data) were also 
discarded, resulting in a final series of 573 individuals (126 patients from Group 1 and 
447 patients from Group 2). The number of patients and the distribution by array 
platform and gender are shown in Table I.  




2. Microarray-based copy number variation analysis  
In our final cohort of 573 individuals, we identified 186 rare exonic CNVs in 159 
patients (27.7 %). The number and percentage of patients with CNVs and the 
distribution by array platform and gender are shown in Table II. These 186 CNVs (110 
copy number gains and 76 copy number losses) contained a median of 4 genes 
(average of 14) and ranged in size from 101,502 to 7,384,142 bp with a median size 
of 511,654 bp (average of 1,172,824 bp). The CNV distribution by type, array platform 
and gender is also shown in Table II. We detected 26 patients (4.5 % of the cohort) 
with more than one rare exonic CNV (Table II).  
3. CNV classification and clinical interpretation 
After comparing with genomic variants present in public curated databases and 
reviewing the literature and following the classification criteria described in the 
"Material and Methods" section, the 186 rare exonic CNVs detected in our patients 
were grouped into three classes: (1) Clinically relevant (67/186; 36.0 %), (2) of 
unknown clinical significance (93/186; 50.0 %) and (3) benign (26/186; 14.0 %) 
(Tables III, IV and V, respectively) (Figure I). 
Clinically relevant CNVs: In this first group, we included 67 chromosomal aberrations 
(34 gains and 33 losses) that were assigned to the following categories: CNVs totally 
overlapping with known genomic disorders (Category A; 44/186 (23.7 %) CNVs; 23 
gains and 21 losses); telomeric rearrangements (Category B; 6/186 (3.2 %) CNVs; 5 
gains and 1 loss); different-sized, pathogenic CNVs (Category C; 13/186 (7.0 %) CNVs; 
5 gains and 8 losses); and monogenic CNVs disrupting a gene known to be associated 
with neurodevelopmental disorders (mainly, GDD/ID and ASD genes) (Category D; 
4/186 (2.2 %) CNVs; 1 gain and 3 losses) (Table III; Figure I). These 67 causal copy 
number events were found in 64/573 (11.2 %) patients (thirteen of whom carried 
additional rare exonic CNVs in their genomes), included from 1 to 146 genes (median 
of 27; mean of 32) and their lengths ranged from 561 to 7,384,142 bp (median of 
1,625,432 bp; mean of 2,328,042 bp) . 
CNVs of unknown clinical significance: The second group included 93 CNVs (66 gains 
and 27 losses) of uncertain clinical significance, that were subclassified as: likely 
pathogenic (Category A; 15/186 (8.1 %) CNVs; 11 gains and 4 losses), non 
subclassified (Category B; 69/186 (37.1 %) CNVs; 49 gains and 20 losses) and likely 
benign (Category C; 9/186 (4.8 %) CNVs; 6 gains and 3 losses) (Table IV; Figure I). 
These chromosome aberrations were found in 82/573 (14.3 %) patients (twelve of 
whom carried 2 variants of uncertain significance, while eight combined the uncertain 
CNV with a pathogenic (n = 6), a pathogenic and a benign (n= 1) or a benign (n = 1) 
event), encompassed from 1 to 35 genes (median of 2; mean of 5) and ranged in size 




Benign CNVs: Finally, a total of 26/186 (14 %) CNVs (14 gains and 12 losses) were 
considered benign for DD/ID (Table V; Figure I). They were detected in 26/573 (4.5 
%) patients and their sizes were in the range of 101,502 to 1,089,366 bp (median of 
295,566 bp; mean of 333,687 bp). 
4. Diagnostic yield of chromosomal microarray analysis 
The 67 clinically relevant CNVs were detected in 64 patients (8 from Group 1 and 56 
from Group 2), which means that 11.2 % of our total sample (6.3 % of Group 1 and 
12.5 % of Group 2) could have a genetic diagnosis. This diagnostic yield might 
increase up to 13.6 % of our patients (7.1 % and 15.4 % of Groups 1 and 2, 
respectively) if CNVs classified as likely pathogenic could be finally considered 
causative.  
DISCUSSION 
1. Sample distribution and quality control 
In general, cognitive defects are significantly more common in males than in females 
(average male-to-female ratio of 1.6) (APA 2000; APA 2013). In line with this value 
and similar to recent previous reports on series of patients with unexplained 
neurodevelopmental disorders (Battaglia et al. 2013; Shoukier et al. 2013; Roberts et 
al. 2014; Choucair et al. 2015), the male-to-female ratio in our sample of 625 Galician 
patients was 1.5 (Table I).  
From our initial cohort, 96.2 % of samples were successfully genotyped and no 
significant differences between platforms were detected (Table I; P = 0.4598, Fisher´s 
exact test), an expected result since, although different methodologies, these 
technologies have the same DNA quality requirements, all samples were processed in 
the same laboratory and an standardized DNA extraction protocol was used in both 
sample groups.  
2. Microarray-based copy number variation analysis  
We found 186 rare exonic CNVs (110 gains and 76 losses) in 27.7 % of our patients 
(21.4 % of Group 1 and 29.5 % of Group 2) (Table II), which is in keeping with 
literature data (Wincent et al. 2011; Bartnik et al. 2013; Battaglia et al. 2013; 
Rodriguez-Revenga et al. 2013; Shoukier et al. 2013; Bartnik et al. 2014; Kashevarova 
et al. 2014; Roberts et al. 2014). Importantly, twenty-six (4.5 %) patients carried 
more than one CNV (Table II), in line with the "two-hit hypothesis", previously 
proposed for neurodevelopmental disorders (Girirajan et al. 2010). 
Different to previous studies (Menten et al. 2006; Battaglia et al. 2013; Roberts et al. 
2014), we observed a higher percentage of rare exonic copy number gains than losses 
(Table II). The sample selection criteria and technical factors, such as differences in 




array resolution and CNV detection algorithms between genotyping systems, quality 
control parameters for CNV definition (e. g., minimum number of consecutive probes 
and maximum intermarker distance) and/or CNV inclusion criteria (e. g., frequency, 
size range, inheritance pattern and/or autosomal-CNVs only vs. autosomal plus X- 
and/or Y-CNVs), might contribute to discrepancies across publications.  
3. CNV classification and clinical interpretation 
Clinically relevant CNVs (Figure I; Table III): 
Following the classification criteria described in the "Material and Methods" section, 
we could definitively infer the clinical significance of 36 % of the CNVs detected in 
our cohort (Figure I; Table III). 
Known genomic disorders (Figure I; Table III, Category A; 44/186 (23.7 %) CNVs): 
Forty-four out of our final 573 (7.7%) patients fitted into this category. Literature 
review shows that the overall diagnostic yield for known 
microdeletion/microduplication syndromes varies across publications. Previously, in 
two cohorts of patients with DD/ID (n=1,170), the diagnostic yield due to 
microdeletion syndromes was reported to be 5.3 % (Rauch et al. 2006), while 14.5 % 
of the 200 Spanish patients with DD/ID evaluated by (Rodriguez-Revenga et al. 2013) 
or 8.8 % of the 79 Russian patients with ID studied by (Kashevarova et al. 2014) 
presented known microdeletion/microduplication rearrangements. Shoukier et al. 
2013 found that 12 % of 342 patients with unexplained DD/ID had an imbalance 
that fitted into this category, with a higher proportion of deletions than duplications 
(Shoukier et al. 2013), while 4 % of the 1,000 individuals (including those with 
clinically recognizable syndromes and/or rearrangements longer than 7.5 Mb) with ID, 
MCA and/or ASD in a recently reported study could have a genetic diagnosis due to a 
known recurrent genomic disorder, also with more deletions compared to duplications 
(Carreira et al. 2015). Similar to previous publications (Ahn et al. 2013; Carreira et al. 
2015), chromosomal imbalances involving 16p11.2 and 22q11.2 loci were the most 
common findings in our ID cohort, with 10 and 6 CNVs, respectively. 
These recurrent disorders are frequently due to local genomic instability generated by 
the presence of low-copy repeats or segmental duplications which predispose to 
chromosome or chromatid misalignment followed by nonallelic homologous 
recombination (NAHR). They have been found in patients with a wide variety of 
phenotypes, including GDD/ID, ASD, schizophrenia, bipolar disorder and epilepsy and, 
in general, are also characterized by incomplete penetrance (Malhotra and Sebat 2012; 
Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013). In consequence, the clinical interpretation is 
not always straightforward (Hehir-Kwa et al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013), 
making family genetic counseling a challenge. This is especially delicate when these 
genomic rearrangements are inherited from a healthy parent, as is the case in 10 out 




parental test could be done (1 paternally inherited and 9 maternally inherited) (see 
Table III, Category A), and when clinical evaluation of the carrier progenitor is 
incomplete or unavailable. The search for additional genetic factors, as potential 
modifiers of the phenotype, is then justified. In our study, eight patients within this 
category carried at least one additional rare exonic CNV in their genomes (see Table 
III, Category A), suggesting that the multiple-hit model (Girirajan et al. 2010) might 
be the underlying mechanism to explain their phenotypes. Nevertheless, the 
concomitant presence of additional genetic variants not detected by microarrays, as 
SNVs or indels, as well as the existence of epigenetic and/or environmental factors 
cannot be ruled out in these patients.  
Detailed clinical descriptions and molecular findings for five out of the patients 
belonging to this category have been recently published by our group: Patient ID_567 
(arr[hg19] 2q22.3q23.3(148,173,639-151,159,692)x1 dn) (Perez-Gay et al. 2013), 
Patients ID_109 (arr[hg19] 3q29(195,690,227-197,356,334)x1 not maternal) and 
ID_245 (arr[hg19] 3q29(195,718,745-197,344,176)x3) (Quintela et al. 2015b); 
ARTÍCULO II, Patient ID_474 (arr[hg19] 8q21.11q21.13(74834763-81904679)x1 not 
maternal) (Quintela et al. 2015c); ARTÍCULO III and Patient ID_6 (arr[hg19] 
12p12.1(23,769,086-24,262,524)x1 dn,16p13.11p12.3(15,286,149-18,771,863)x3 
mat) (Quintela et al. 2015e); ARTÍCULO IV.  
Telomeric rearrangements (Figure I; Table III, Category B; 6/186 (3.2 %) CNVs): Five 
out of our 573 (0.9 %) patients carried terminal telomeric rearrangements, a type of 
chromosomal aberrations with important consequences in neurodevelopment due to 
the fact that, compared to other locations in the genome, telomeres are relatively rich 
in genes (Saccone et al. 1992). Patient ID_127 (arr[hg19] 1p36.33(849,466-
2,098,337)x1 not maternal, 4q32.1(156,759,265-157,037,360)x1 maternal) is a 13-
year-old girl female with ID, ADHD, hyperphagia, facial dysmorphic features, 
arachnodactyly, scoliosis, myopia and astigmatism who presented a not maternally 
inherited 1pter deletion, included within the chromosome 1p36 deletion syndrome 
region (OMIM 607872). Patient ID_335 (arr[hg19] 6q27(169,367,047-
170,919,482)x1), a 12-year-old boy with a diagnosis of ID, obsessive and compulsive 
behaviors and facial dysmorphic features, had a 1.5 Mb loss at 6qter including the 
four critical genes (THBS2, PHF10, DLL1, and C6orf70) previously proposed for brain 
malformation in patients with terminal deletions of 6q27 (Peddibhotla et al. 2015). 
There are several examples of patients, both in the literature (Chen et al. 2012; Zhou 
et al. 2014; Peddibhotla et al. 2015) and in databases as ISCA or DECIPHER, with 
chromosomal aberrations partially overlapping with that presented in our patient, 
supporting its clinical significance. In Patient ID_471 (arr[hg19] 
8p23.3p23.1(172,851-7,556,993)x1,9q32q34.3(117,033,510-141,051,515), a 14-year-
old female with severe ID, disruptive behaviors and ASD, microarray analysis found a 
8pter deletion involving 46 genes, including the MCPH1 gene (MIM 607117; autosomal 
recessive microcephaly and ID) implicated in ID (Pinto et al. 2014) and a 24 Mb copy 




number gain on 9qter, missed in our list of chromosomal abnormalities for being 
detected with a median intermarker distance higher than 2.5 kb (but confirmed by 
karyotype as an unbalanced product of a paternal translocation). This second event 
was in a rich-gene region, encompassing 340 genes, amongst of which EHMT1 (MIM 
607001; Kleefstra syndrome (9q subtelomeric deletion syndrome)), INPP5E (MIM 
613037; Joubert syndrome 1), KCNT1 (MIM 608167; malignant migrating partial 
seizures of infancy; nocturnal frontal lobe epilepsy, ID) and MAN1B1 (MIM 604346; 
autosomal recessive non-syndromic ID) are considered ID-associated genes (Pinto et 
al. 2014). In Patient ID_27 (arr[hg19] 9q34.2q34.3(136,222,628-
141,020,389)x3,17p13.3(525-238,565)x1), a 15-year-old male with ID and ADHD, the 
17pter deletion only encompassed 2 genes while the 9qter duplication involved 121 
genes, including the same four ID-genes mentioned for Patient ID_471 (EHMT1, 
INPP5E, KCNT1 and MAN1B1) (Pinto et al. 2014). Finally, microarray analysis of 
Patient ID_350 (arr[hg19] 22q13.31q13.33(48,160,896-51,183,870)x1), a 12-year-old 
male who presented ID and disruptive behaviors, revealed a 22qter deletion, including 
the minimal critical region (SHANK3; OMIM 606230) for the Phelan-McDermid 
syndrome (OMIM 606232). 
Different-sized pathogenic CNVs (Figure I; Table IV, Category C; 13/186 (7.0 %) CNVs), 
both copy number gains (n=5) and losses (n=8), were detected in 13 out of our 573 
(2.3 %)  patients. These CNVs sized from 306 kb to 7.2 Mb and encompassed from 5 to 
93 genes. As illustrative examples of this category, we recently reported on two of 
these patients, who presented overlapping deletions at chromosome 4q13: A 
maternally inherited 3.84 Mb copy number loss at 4q13.1-q13.2 identified in a family 
with mild ID and ADHD (Patient ID_191´s family; arr[hg19] 4q13.1q13.2(65,736,024-
69,582,428)x1 mat) and a de novo 6.81 Mb deletion at 4q13.2-q13.3 in a female 
patient with mild ID, behavior disorder, short stature and minor facial dysmorphism 
(Patient ID_533; arr[hg19] 4q13.2q13.3(68,207,272-75,021,494)x1 
dn,11q24.2(126,463,132-126,677,128)x3 mat) (Quintela et al. 2015d); ARTICULO V.  
Monogenic exonic CNVs disrupting an ID and/or ASD gene (Figure I; Table III, 
Category D; 4/186 (2.2 %) CNVs) were identified in 4 (0.7 %) patients. Detailed 
clinical descriptions were provided for two of them in recent clinical reports published 
by our group: Patient ID_6 (arr[hg19] 12p12.1(23,769,086-24,262,524)x1 
dn,16p13.11p12.3(15,286,149-18,771,863)x3 mat) with a SOX5 (OMIM 604975) 
deletion (Quintela et al. 2015e); ARTÍCULO IV and Patient ID_166 (arr[hg19] 
Xp22.12(20,173,856-20,360,913)x1 not maternal) with an X-CNV affecting RPS6KA3 
(OMIM 300075) (Quintela et al. 2015a); ARTÍCULO VI. Additionally, we described the 
clinical features and molecular findings of Patient ID_45 (arr[hg19] 
12p13.33(2,366,516-2,571,012)x1), who carried a CACNA1C (OMIM 114205) copy 
number loss, and Patient ID_401 (arr[hg19] Xq25(122,312,033-122,593,583)x2), with 
a monogenic gain at chromosome Xq25, disrupting the GRIA3 (OMIM 305915) gene 




CNVs of unknown clinical significance (Figure I; Table IV) and benign CNVs (Figure I; 
Table V): 
Following the classification criteria detailed in the "Material and Methods" section, we 
could not definitively infer the clinical impact of 50 % of the CNVs detected in our 
cohort, while the remaining 14 % of aberrations were considered benign (Figure I; 
Tables IV and V). Most of the uncertain chromosomal aberrations are very rare events 
and, as suggested for previous findings (Palmer et al. 2013), our classification may 
eventually change as more patients are submitted to databases and more knowledge 
and sufficient evidences are available in the literature. We have selected five patients 
with chromosomal imbalances of yet unclear clinical significance for further discussion 
(see Supplemental Data of this manuscript). 
4. Diagnostic yield of chromosomal microarray analysis 
The diagnostic value of microarray-based copy number analysis depends on multiple 
factors, including the resolution and probe distribution of the genotyping platform, 
the patient selection criteria, if previous assays were performed and the CNV 
classification algorithm (Hehir-Kwa et al. 2007; Koolen et al. 2009; Hehir-Kwa et al. 
2010; Miller et al. 2010; Hochstenbach et al. 2011; Hehir-Kwa et al. 2013; Rodriguez-
Revenga et al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013).  In the present study, the 67 
CNVs classified as pathogenic were detected in 64 patients, which means that our 
overall diagnostic yield was 11.2 % (Table VI), in keeping with the 10-20 % estimated 
in the literature for patients with DD/ID in larger cohorts (Buysse et al. 2009; 
Hochstenbach et al. 2009; Koolen et al. 2009; Sagoo et al. 2009; Miller et al. 2010; 
Xiang et al. 2010; Cooper et al. 2011; Hochstenbach et al. 2011; Kaminsky et al. 
2011) and in recent publications on similar-sized cohorts of ID patients, also 
evaluated with genome-wide high resolution microarrays (Wincent et al. 2011; Bartnik 
et al. 2013; Rodriguez-Revenga et al. 2013; Shoukier et al. 2013; Bartnik et al. 2014; 
Kashevarova et al. 2014; Roberts et al. 2014; Choucair et al. 2015). Nevertheless, our 
results should be interpreted with caution and considered as provisional: First, we 
have applied very stringent QC thresholds and only high-confidence CNVs were 
included for classification. In consequence, we suggest that the diagnostic utility of 
chromosomal microarray analysis would be higher if experimental validation were 
performed on those rare exonic CNVs detected under less stringent thresholds. Second, 
two patients with benign variants carried heterozygous deletions involving genes 
associated to autosomal recessive forms of ID (Table V), so a conclusive genetic 
diagnosis might be established if additional genetic variants on the non-deleted allele 
were detected. Third, as the aim of our study was genetic diagnosis, only exonic CNVs 
were considered for classification and clinical interpretation. However, not only 
exonic but also intronic and/or intergenic chromosomal aberrations involving, for 
example, regulatory elements, can be disease-associated variants (Spielmann and 
Klopocki 2013; Turner et al. 2016). And finally, our diagnostic yield might potentially 
increase up to 13.6 % if CNVs classified as likely pathogenic could be finally 




considered as causative. In that sense, Palmer et al. 2013 found evidences of how 
the interpretation of chromosomal microarray analysis can change over time, with an 
increase in putatively pathogenic CNVs, as long as new literature and interpretative 
resources emerge (Palmer et al. 2013). 
The two microarrays used in our study differed in their capability for the detection of 
patients with pathogenic CNVs (6.3 % of samples genotyped with the Cytogenetics 
2.7M array versus 12.5 % of samples genotyped with the CytoScan HD array; P = 
0.0550, Fisher´s exact test), highlighting the importance of array design on the 
diagnostic yield of chromosomal microarray analysis. This difference even reached 
statistical significance when not only causative but also likely causative CNVs were 
considered (7.1 % of samples from Group 1 versus 15.4 % of samples from Group 2; P 
= 0.0179, Fisher´s exact test). In that sense, Rodriguez-Revenga et al. 2013 found 
an overall diagnostic yield of 15 % obtained with three different microarray platforms, 
one of them a customized whole genome oligonucleotide array, in 200 Spanish 
patients with DD/ID. However, differences between platforms were noted, with the 
custom microarray detecting less common CNVs and resulting more advantageous in a 
clinical setting (Rodriguez-Revenga et al. 2013). Taken together, these findings 
highlighting the importance of array design on the diagnostic yield of chromosomal 
microarray analysis. 
In our sample, thirteen out of the 64 (20.3 %) patients with a conclusive genetic 
diagnosis carried more than one chromosomal aberrations in their genomes. 
Interestingly, three of them presented two causal CNVs, while the remaining patients 
combined the pathogenic aberration with a benign CNV (n = 2) or a variant of unclear 
relevance (n = 8; one of them carrying a third variant considered benign). Previous 
studies on ID cohorts (Bartnik et al. 2013; Battaglia et al. 2013) had already found 
evidences consistent with the two-hit hypothesis suggested for neurodevelopmental 
disorders (Girirajan et al. 2010). The interpretation of these genetic findings is far 
from being easy and is especially complicated if the genotype includes a known 
genomic disorder characterized by incomplete penetrance and variable expressivity in 
combination with a CNV of unknown clinical significance or when each individual 
variant was reported to cause overlapping phenotypes (Quintela et al. 2015e); 
ARTÍCULO IV. 
5. Conclusions 
Overall, we have evaluated the usefulness of genome-wide high density SNP 
microarrays in the detection of clinically relevant CNVs in a cohort of 573 Galician 
patients with ID. Our strategy allowed us the identification of 186 rare exonic 
chromosomal imbalances -classified as clinically relevant (36.0 %), of unknown 
clinical significance (50.0 %) and benign (14.0 %)- in 159 (27.7 %) patients. 
Supporting once more the relevance of performing chromosomal microarray analysis 




13.6 %. Additionally, we have provided clinical descriptions and molecular data of 
several patients with clinically relevant chromosomal aberrations and/or variants of 
uncertain clinical significance, confirming that ID is a genetically heterogeneous 
disorder.  
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FIGURE AND TABLES 
Figure I: Rare exonic CNVs identified in our ID patients. Rare exonic CNVs (n=186) 
identified in our total cohort of 573 patients with ID. The number and percentage of 
events are in parentheses.  
Table I: Sample distribution (by platform and gender) and quality control. Group 1: 
Samples genotyped with the Affymetrix Cytogenetics 2.7M array. Group 2: Samples 
genotyped with the Affymetrix CytoScan HD array. QC Filter 1: Patients excluded after 
QC filtering based on MAPD and SNP-QC scores. QC Filter 2: Siblings of probands. QC 
Filter 3: Patients with CNVs longer than 7.5 Mb, long runs of LOH (loss of 
heterozygosity) or clinically recognizable syndromes. Abbreviations: QC: Quality 
Control; M: Male; F: Female. 
Table II. Microarray-based copy number variation analysis. Group 1: Samples 
genotyped with the Affymetrix Cytogenetics 2.7M array. Group 2: Samples genotyped 
with the Affymetrix CytoScan HD array. Abbreviations: CNVs: Copy Number Variant; CN: 
Copy Number; M: Male; F: Female. 
Table III: Clinically relevant CNVs sorted by chromosome. (*) Age at diagnosis. (**) 
Variants of unknown clinical significance and benign CNVs present in these patients 
are shown in grey. (***) A: Known genomic disorder; B: Telomeric rearrangement; C: 
Different-sized pathogenic CNV and D: Monogenic exonic CNV disrupting an ID and/or 
ASD gene. (****) OMIM genes are shown in bold. (1) Confirmed by karyotype as an 
unbalanced product of a paternal translocation [46,XY, t(8;9)(p23;q32)]. 
Abbreviations: y:years; m: months; HD: CytoScan High Density Array; 2.7M: 
Cytogenetics 2.7M array; F: female; M: male; ID: intellectual disability; ADHD: 
attention deficit hyperactivity disorder; GDD: global developmental delay; P1: patient 
1; P2: patient 2; S: syndromic; ASD: autism spectrum disorder; mat: maternally 
inherited; pat: paternally inherited; dn: de novo; bp: base pairs. 
Table IV: CNVs of unknown clinical significance sorted by category (A: Likely 
pathogenic CNVs. B: Non-subclassified CNVs. C: Likely benign CNVs) and 
chromosome.(*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (1) Patient 
with an additional clinically relevant CNV (shown in grey). (2) Patient with an 
additional variant of unknown clinical significance ((shown in grey). (3) Patient with 
an additional clinically relevant CNV and a benign CNV (both shown in grey). (4) 
Patient with an additional benign CNV (shown in grey). Abbreviations: y:years; m: 
months; HD: CytoScan High Density Array; 2.7M: Cytogenetics 2.7M array; F: female; 
M: male; ID: intellectual disability; ASD: autism spectrum disorder; GDD: global 
developmental delay; ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; P2: patient 2; 
mat: maternally inherited; pat: paternally inherited; dn: de novo; bp: base pairs. 
Table V: Benign CNVs sorted by chromosome. (*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes 
are shown in bold. (***) RELN (reelin; OMIM 600514) encodes a large glycoprotein 
with important roles in neuronal migration and positioning in the developing brain. 
This gene is reported to segregate in an autosomal recessive manner, with 
homozygous mutations causing lissencephaly (OMIM 257320), accompanied by 
developmental delay and epilepsy. Although with inconsistent results, RELN has been 




frequently analyzed by association studies in various disorders, especially 
schizophrenia and ASD (reviewed by (Folsom and Fatemi 2013; Lammert and Howell 
2016) and recent whole exome/genome sequencing studies have detected de novo 
mutations in this gene in ASD patients (Neale et al. 2012; De Rubeis et al. 2014; 
Iossifov et al. 2014; Yuen et al. 2015). (****) Homozygous mutations in the TUSC3 
(tumor suppressor candidate 3; OMIM 601385) gene, both SNVs and CNVs, have been 
reported in multiple consanguineous ID families (Garshasbi et al. 2008; Molinari et al. 
2008; Garshasbi et al. 2011; Khan et al. 2011; Loddo et al. 2013; El Chehadeh et al. 
2015; Al-Amri et al. 2016) and although we did not find additional deleterious 
mutations in the other allele (data not shown), we cannot exclude the presence of 
mutations in regulatory elements within the non-exonic sequence. (1) Patient with an 
additional variant of unknown clinical significance (shown in grey). (2) Patient with 
an additional clinically relevant CNV and a variant of unknown clinical significance 
(both shown in grey). (3) Patient with an additional clinically relevant CNV (shown in 
grey). Abbreviations: y:years; NA: not available; HD: CytoScan High Density Array; 
2.7M: Cytogenetics 2.7M array; F: female; M: male; ID: intellectual disability; ASD: 
autism spectrum disorder; GDD: global developmental delay; ADHD: attention deficit 
hyperactivity disorder; mat: maternally inherited; pat: paternally inherited; dn: de 




Figure I: Rare exonic CNVs identified in our ID patients. Rare exonic CNVs (n=186) 
identified in our total cohort of 573 patients with ID. The number and percentage of 





Table I: Sample distribution (by platform and gender) and quality control.  
 Group 1 Group 2 TOTAL 
 
TOTAL M F TOTAL M F TOTAL M F 
Initial sample 143 82 61 482 293 189 625 375 250 
QC filter 1 7 (4.9 %) 3 4 17 (3.5 %) 9 8 24 (3.8 %) 12 12 
QC filter 2 3 (2.1 %) 2 1 10 (2.1 %) 7 3 13 (2.1 %) 9 4 
QC filter 3 7 (4.9 %) 3 4 8 (1.6 %) 5 3 15 (2.4 %) 8 7 
Final sample 126 74 52 447 272 175 573 346 227 
Group 1: Samples genotyped with the Affymetrix Cytogenetics 2.7M array. Group 2: Samples genotyped with the Affymetrix CytoScan HD array. 
QC Filter 1: Patients excluded after QC filtering based on MAPD and SNP-QC scores. QC Filter 2: Siblings of probands. QC Filter 3: Patients with 
CNVs longer than 7.5 Mb, long runs of LOH (loss of heterozygosity) or clinically recognizable syndromes. Abbreviations: QC: Quality Control; M: 
Male; F: Female.  




Table II. Microarray-based copy number variation analysis. 
 Group 1 Group 2 TOTAL 
 TOTAL M F TOTAL M F TOTAL M F 
Patients  with rare 
exonic CNVs 
27/126 (21.4 %) 17/74 (23.0 %) 10/52 (19.2 %) 132/447 (29.5 %) 84/272 (30.9 %) 48/175 (27.4 %) 159/573 (27.7 %) 101/346 (29.2 %) 58/227 (25.5 %) 
Patients with more 
than 1 rare exonic 
CNV 
6/126 (4.8 %) 3/74 (4.0 %) 3/52 (5.8 %) 20/447 (4.5 %) 12/272 (4.4 %) 8/175 (4.6 %) 26/573 (4.5 %) 15/346 (4.3 %) 11/227 (4.8 %) 
Number of rare exonic 
CNVs  
33 20 13 153 97 56 186 117 69 
Rare exonic CN gains 19/33 (57.6 %) 12/20 (60.0 %) 7/13 (53.8 %) 91/153 (59.5 %) 59/97 (60.8 %) 32/56 (57.1 %) 110/186 (59.1 %) 71/117 (60.7 %) 39/69 (56.5 %) 
Rare exonic CN losses 14/33 (42.4 %) 8/20 (40.0 %) 6/13 (46.1 %) 62/153 (40.5 %) 38/97 (39.2 %) 24/56 (42.9 %) 76/186 (40.9 %) 46/117 (39.3 %) 30/69 (43.5 %) 
Group 1: Samples genotyped with the Affymetrix Cytogenetics 2.7M array. Group 2: Samples genotyped with the Affymetrix CytoScan HD array. 





Table III: Clinically relevant CNVs sorted by chromosome.  
Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ID_127 13y HD F 




arr[hg19] 1p36.33(849,466-2,098,337)x1 no mat, 
4q32.1(156,759,265-157,037,360)x1 mat 
B 1,248,871 54 genes (AGRN, GABRD) 
- 278,095 ACCN5, TDO2, CTSO 
ID_331 11y HD M 
ID, ADHD, dislexy, facial 
dysmorphic features 
arr[hg19] 1p13.3p13.2(110,098,042-114,592,380)x1 no mat C 4,494,338 
67 genes 
(GNAT2, ALX3, RBM15, SLC16A1, PTPN22) 
ID_405 13y HD F ID, facial dysmorphic features arr[hg19] 1q21.1q21.2(145,041,051-147,830,830)x3 A 2,789,779 35 genes (GJA5, GJA8) 
ID_302 15y HD M ID (mild), behavior problems 
arr[hg19] 1q21.1(145,382,123-145,809,279)x3, 
14q31.3(89178732-89470570)x3 
A 427,156 17 genes 
- 291,838 EML5, TTC8 
ID_402 4y HD M GDD, short stature  
arr[hg19] 1q21.1q21.2(146,156,348-147,929,323)x1, 
12p12.1(21,300,476-21,578,259)x3 
A 1,772,975 15 genes (GJA5, GJA8) 
- 277,783 SLCO1B1, SLCO1A2, IAPP 
ID_567 11y 2.7 M See [Perez-Gay et al. 2013] arr[hg19] 2q22.3q23.3(148,173,639-151,159,692)x1 dn A 2,986,053 
ACVR2A, ORC4, MBD5, EPC2, KIF5C,  
MIR1978, LYPD6B, LYPD6, MMADHC 
ID_439 15y HD M ID arr[hg19] 3p26.2p26.1(2,868,037-4,239,953)x1 C 1,371,916 CNTN4, IL5RA, TRNT1, CRBN, LRRN1 
ID_52 9y HD F ID arr[hg19] 3p14.1p13(66,591,361-71,086,614)x1 dn C 4,495,253 14 genes (MITF) 
ID_109 13y HD F See P1 [Quintela et al. 2015b] arr[hg19] 3q29(195,690,227-197,356,334)x1 no mat A 1,666,107 25 genes (RNF168) 
ID_245 10y HD M See P2 [Quintela et al. 2015b] arr[hg19] 3q29(195,718,745-197,344,176)x3 A 1,625,431 24 genes (RNF168) 
ID_191 9y HD M See P1 [Quintela et al. 2015d] arr[hg19] 4q13.1q13.2(65,736,024-69,582,428)x1 mat C 3,846,404 20 genes (GNRHR) 
ID_533 11y 2.7 F See P2 [Quintela et al. 2015d] 
arr[hg19] 4q13.2q13.3(68,207,272-75,021,494)x1 dn, 
11q24.2(126,463,132-126,677,128)x3 mat 
C 6,814,222 
72 genes  
(GNRHR, MUC7, ENAM, SLC4A4, ALB, AFP) 
- 213,996 KIRREL3 
ID_535 17y 2.7 M ID arr[hg19] 5p13.1p11(39,020,746-46,116,143)x3 mat C 7,095,397 35 genes (C9, C7, C6, OXCT1, GHR, FGF10) 
ID_335 12y HD M 
ID, obsessive and compulsive 
behaviors, facial dysmorphic 
features 
arr[hg19] 6q27(169,367,047-170,919,482)x1 B 1,552,435 14 genes (THBS2, TBP) 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 





arr[hg19] 7q11.23(72,536,979-74,298,268)x3 dn A 1,761,289 34 genes (ELN, NCF1) 
ID_123 10y HD M ID, ADHD, macrosomia 
arr[hg19] 4p15.33(11,870,242-12,230,025)x1 no mat, 
7q11.23(72,718,277-74,142,215)x3 no mat 
- 359,783 LOC101929019 
A 1,423,938 28 genes (ELN) 
ID_471 14y 2.7 F 
ID (severe), disruptive 
behaviors, ASD arr[hg19] 8p23.3p23.1(172,851-7,556,993)x1 B (1) 7,384,142 46 genes (CLN8, ARHGEF10, MCPH1) 
ID_557 13y HD M ID arr[hg19] 8p22p21.3(16,024,178-23,207,684)x3 dn C 7,183,506 
60 genes (MSR1, FGF20, PDGFRL, PCM1, 
NAT1, NAT2, LPL, LZTS1, HR, SFTPC, 
TNFRSF10B) 
ID_474 9y 2.7 M See [Quintela et al. 2015c] arr[hg19] 8q21.11q21.13(74,834,763-81,904,679)x1 no mat A 7,069,916 23 genes (TMEM70, GDAP1, ZFHX4, PEX2) 
ID_282 7y HD F ID, feeding problems, obesity arr[hg19] 9q33.3q34.13(129,056,596-134,070,668)x3 C 5,014,072 
93 genes (LMX1B, STXBP1, ENG, AK1, 
SLC27A4, GLE1, LRRC8A, CRAT, TOR1A, ASS1, 
ABL1, NUP214) 




121 genes (SURF1, ADAMTS13, ADAMTSL2, 
DBH, SARDH, COL5A1, LHX3, INPP5E, 
NOTCH1, AGPAT2, TPRN, SLC34A3, NELF, 
EHMT1) 
B 238,040 DOC2B, RPH3AL 
ID_62 11y HD M ID 
arr[hg19] 9q34.3(140,366,401-140,672,397)x1, 
10q23.2(88,581,432-88,722,185)x3 
C 305,996 PNPLA7, MRPL41, WDR85, ZMYND19, ARRDC1, C9orf37, EHMT1, FLJ40292 
- 140,753 BMPR1A, MMRN2, SNCG 
ID_460 15y HD M 





C 3,785,314 21 genes (PLAU, VCL, KCNMA1) 
- 440,507 CHRNA7 
ID_45 15y HD M See Supplemental Data arr[hg19] 12p13.33(2,366,516-2,571,012)x1 D 204,496 CACNA1C 
ID_358 11m HD M 
GDD (mild), facial dysmorphic 
features, perinatal ponderal 
delay 
arr[hg19] 12p12.2p11.23(21,000,550-27,266,871)x1 dn C 6,266,321 
38 genes (GYS2, LDHB, KCNJ8, ABCC9, 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ID_475 11y 2.7 M ID arr[hg19] 14q32.2q32.31(100,434,326-101,498,362)x1 A 1,064,036 73 genes 
ID_159 11y HD M ID, ADHD, epicanthus arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,282,799)x1 mat A 512,378 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ID_168 14y HD F ID, behaviour disorder arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,282,905)x1 mat A 512,484 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ID_270 3y HD M GDD, ASD arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,282,799)x1 mat A 512,378 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ID_348 14y HD F ID arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,082,328)x1 A 311,907 TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1 
ID_466 1y HD M GDD arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,288,350)x3 A 517,929 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ID_337 12y HD M ID, epilepsy arr[hg19] 15q11.2q13.1(23,615,768-28,560,664)x3 A 4,944,896 101 genes 
ID_180 10y HD F ID, ASD, macrocephaly arr[hg19] 15q13.1q13.3(29,010,255-32,444,196)x1 A 3,433,941 19 genes (TRPM1, CHRNA7) 
ID_325 15y HD M ID, short stature 
arr[hg19] 3p22.3p22.3(34,900,399-35,543,442)x1 pat, 
3q26.31(175,418,935-175,677,422)x3 mat, 
15q13.2q13.3(30,370,017-32,444,261)x3 pat 
- 643,043 LOC101928135 
- 258,487 NAALADL2 
A 2,074,244 14 genes (TRPM1, CHRNA7) 
ID_195 5m HD M 
GDD, hypotonia, feeding 
problems 
arr[hg19] 15q13.2q13.3(30,386,398-32,446,830)x1 dn A 2,060,432 14 genes (TRPM1, CHRNA7)  
ID_283 5y HD M 
ID, ADHD, epicanthus, pes 
planus arr[hg19] 15q13.2q13.3(31,073,735-32,914,239)x1 A 1,840,504 12 genes (TRPM1, CHRNA7) 
ID_376 2y HD M 




- 690,233 GMDS 
A 1,370,309 
FAN1, MTMR10, TRPM1, MIR211, KLF13, 
OTUD7A, CHRNA7 
ID_6 5y 2.7 M See [Quintela et al. 2015e] 
arr[hg19] 12p12.1(23,769,086-24,262,524)x1 dn, 
16p13.11p12.3(15,286,149-18,771,863)x3 mat 
D 493,438 SOX5 
A 3,485,714 20 genes (MYH11, ABCC6, XYLT1) 
ID_339 4y HD M ID, severe language disorder arr[hg19] 16p12.2(21,761,404-22,431,357)x3 mat A 669,953 
OTOA, RRN3P1, UQCRC2, PDZD9, C16orf52, 
VWA3A, EEF2K, POLR3E, CDR2, RRN3P3 
ID_444 8y HD M ID, microcephaly arr[hg19] 16p12.2(21,801,889-22,431,357)x1 A 629,468 
RRN3P1, UQCRC2, PDZD9, C16orf52, VWA3A, 
EEF2K, POLR3E, CDR2, RRN3P3 
ID_134 13y HD M ID arr[hg19] 16p11.2(29,412,891-30,240,227)x3 A 827,336 41 genes (MVP, ALDOA) 
ID_412 2y HD M GDD, dysmorphic features arr[hg19] 16p11.2(29,412,891-30,321,320)x3 A 908,429 42 genes (MVP, ALDOA) 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ID_28 13y HD F ID, language delay 
arr[hg19] 4q33(170,610,585-170,833,785)x3 mat, 
16p11.2(29,567,295-30,177,916)x1 dn 
- 223,200 CLCN3, C4orf27 
A 610,621 30 genes (MVP, ALDOA) 
ID_144 10y HD M ID arr[hg19] 16p11.2(29,567,295-30,177,916)x1 A 610,621 30 genes (MVP, ALDOA) 
ID_225 11y HD M ID, ASD arr[hg19] 16p11.2(29,567,295-30,177,916)x1 dn A 610,621 30 genes (MVP, ALDOA) 
ID_355 7y HD F ID (mild) arr[hg19] 16p11.2(29,567,295-30,321,320)x3 no mat A 754,025 42 genes (MVP, ALDOA) 
ID_433 15y HD F ID, ADHD arr[hg19] 16p11.2(29,580,020-30,177,999)x1 A 597,979 29 genes (MVP, ALDOA) 
ID_364 9y HD F 
ID (moderate), ADHD combined 
type 
arr[hg19] 5p15.31p15.2(8,770,080-11,221,171)x1 pat, 
arr[hg19] 16p11.2(29,580,020-30,240,227)x3 mat 
C 2,451,091 12 genes (CCT5, CTNND2) 
A 660,207 40 genes (MVP, ALDOA) 
ID_498 4y HD M S-ID (moderate), ASD arr[hg19] 16p11.2(29,591,078-30,177,240)x3 A 586,162 29 genes (MVP, ALDOA) 
ID_206 7y HD M ID, holoprosencephaly arr[hg19] 16p11.2(29,615,948-30,177,240)x3 mat A 561,292 29 genes (MVP, ALDOA) 
ID_96 5y HD M S-ID, ASD arr[hg19] 17p12(14,068,764-15,484,858)x1 mat A 1,416,094 
COX10, CDRT15, HS3ST3B1, MGC12916, 
CDRT7, PMP22, TEKT3, CDRT4, FAM18B2 
ID_126 4y HD M S-ID (mild) arr[hg19] 17p11.2(16,761,814-20,323,919)x3 A 3,562,105 
58 genes (TNFRSF13B, FLCN, RAI1, ATPAF2, 
MYO15A, ALDH3A2, AKAP10) 
ID_265 12y HD F ID arr[hg19] 17q12(34,440,082-36,300,630)x3 no mat A 1,860,548 27 genes (CCL3L1, ACACA, HNF1B) 
ID_580 2y 2.7 M 
GDD, multiple congenital 
anomalies 
arr[hg19] 17q21.2q21.32(39,941,467-45,563,881)x3 dn A 5,622,414 146 genes (20 OMIM genes) 
ID_122 6y HD F 
ID, psychomotor delay, epileptic 
encephalopathy, microcephaly   
arr[hg19] 22q11.21(18,648,866-21,465,659)x3 mat A 2,816,793 
61 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT, RTN4R, SERPIND1, SNAP29) 
ID_377 8y HD M ID, ADHD, dysmorphic features arr[hg19] 22q11.21(18,644,790-21,798,907)x1 no pat A 3,154,117 
65 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT, RTN4R, SERPIND1, SNAP29) 
ID_167 6y HD M 
ID (profound), ASD, epilepsy, 
cryptorchidism 
arr[hg19] 22q11.21(18,916,842-21,465,659)x3 dn A 2,548,817 
58 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT, RTN4R, SERPIND1, SNAP29) 
ID_176 16y HD M 
ID (mild), microcephaly, facial 
dysmorphic features 
arr[hg19] 22q11.21(18,916,842-20,312,661)x3 A 1,395,819 
37 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT) 
ID_198 6y HD F 
ID, epilepsy, ASD, hyperactivity, 
facial dysmorphic features arr[hg19] 22q11.21(18,916,842-20,311,904)x1 dn A 1,395,062 





Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ID_468 1y HD F GDD, facial dysmorphic features arr[hg19] 22q11.21(18,916,842-21,465,659)x1 A 2,548,817 
58 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT, RTN4R, SERPIND1, SNAP29) 
ID_350 12y HD M ID, dysruptive behaviors arr[hg19] 22q13.31q13.33(48,160,896-51,183,870)x1 dn B 3,022,974 
41 genes (ALG12, MLC1, SCO2, TYMP, 
SHANK3, ACR) 
ID_166 12y HD F See [Quintela et al. 2015a] arr[hg19] Xp22.12(20,173,856-20,360,913)x1 no mat D 187,057 RPS6KA3 
ID_212 6m HD M 
GDD, renal agenesia, preputial 
agenesia arr[hg19] Xq11.1q13.1(62,406,864-67,900,712)x2 mat C 5,493,848 20 genes (ARHGEF9, FAM123B, AR, OPHN1) 
ID_401 6y HD M See Supplemental Data arr[hg19] Xq25(122,312,033-122,593,583)x2 D 281,550 GRIA3 
(*) Age at diagnosis. (**) Variants of unknown clinical significance and benign CNVs present in these patients are shown in grey. (***) A: 
Known genomic disorder; B: Telomeric rearrangement; C: Different-sized pathogenic CNV and D: Monogenic exonic CNV disrupting an ID and/or 
ASD gene. (****) OMIM genes are shown in bold. (1) Confirmed by karyotype as an unbalanced product of a paternal translocation [46,XY, 
t(8;9)(p23;q32)]. Abbreviations: y:years; m: months; HD: CytoScan High Density Array; 2.7M: Cytogenetics 2.7M array; F: female; M: male; ID: 
intellectual disability; ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; GDD: global developmental delay; P1: patient 1; P2: patient 2; S: 














Table IV: CNVs of unknown clinical significance sorted by category (A: Likely pathogenic CNVs. B: Non-subclassified CNVs. C: Likely benign 
CNVs) and chromosome. 
A: Likely pathogenic CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_295 15y HD M See Supplemental Data arr[hg19] 1q41(218,432,883-220,940,873)x1 mat 2,507,990 16 genes (RAB3GAP2) 
ID_409 12y HD M ID (mild) arr[hg19] 2q12.2q12.3(106,853,263-108,440,756)x1 1,587,493 
PLGLA, RGPD3, ST6GAL2, 
LOC729121 
ID_210 17y HD M See Supplemental Data arr[hg19] 2q36.3(230,742,418-230,846,708)x1 104,290 TRIP12, FBXO36 
ID_354 12y HD F 
ID, hypotonia, difficulties in motor 
skills, social interaction problems  
arr[hg19] 3q29(196,535,850-197,660,039)x3 mat 1,124,189 14 genes 
ID_237 17y HD M See Supplemental Data arr[hg19] 4q31.23(148,694,448-149,325,972)x1 631,524 ARHGAP10, NR3C2 
ID_460 (1) 15y HD M 
ID, behaviour problems, sleep 








ID_459 7y HD M 
ID, psychomotor delay, myoclonic 
epilepsy, behaviour problems 
arr[hg19] 15q13.3(32,011,458-32,444,044)x3 432,586 CHRNA7 
ID_33 4y HD F 
GDD, mild language delay, facial 
dysmorphic features, adenoidal 
hypertrophy, hyperreflexia 
arr[hg19] 15q13.3(32,011,475-32,446,830)x3 435,355 CHRNA7 
ID_414 4y HD M 
GDD, joint hypermobility, accelerated 
growth 
arr[hg19] 15q13.3(32,020,432-32,439,524)x3 419,092 CHRNA7 
ID_294 1y HD F GDD arr[hg19] 15q13.3(32,020,432-32,444,044)x3 423,612 CHRNA7 
ID_486 (2) 9y 2.7 F See Supplemental Data 
arr[hg19] 11q22.3(10,8764,087-109,157,117)x3, 
19q13.32q13.33(47,678,453-48,404,515)x3 
726,062 22 genes (CRX) 
ID_427 4y HD F See Supplemental Data arr[hg19] 20q12q13.11(40,946,119-42,040,938)x3 1,094,819 PTPRT 
ID_305 (2) 10y HD M ID (mild), ADHD 
arr[hg19] 4q28.1(126,286,442-126,508,782)x3 mat, 
22q11.21(20,728,956-21,465,659)x3 mat 
736,703 19 genes (SERPIND1, SNAP29) 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_382 13y HD M ID, clumsiness, triangular face shape arr[hg19] 22q11.21(20,728,956-21,465,659)x3 736,703 19 genes (SERPIND1, SNAP29) 
B: Non-subclassified CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 




35 genes (PLA2G2A, PINK1, 
ECE1) 
ID_12 4y HD F ID arr[hg19] 1q23.1(158,489,545-158,901,127)x1 411,582 11 genes (SPTA1) 
ID_517 (2) 6y 2.7 F ID 
arr[hg19] 1p36.13p36.12(19,269,287-21,689,202)x3, 
1q23.1(158,489,643-158,892,963)x1 
403,320 11 genes (SPTA1) 
ID_600 3y 2.7 M GDD, ASD arr[hg19] 2p15(61,616,652-61,965,215)x3 348,563 USP34, SNORA70B, XPO1 
ID_590 2y 2.7 M GDD, ASD arr[hg19] 2q22.3(145,430,864-146,795,515)x1 1,364,651 DKFZp686O1327 
ID_88 9y HD M ID, epilepsy arr[hg19] 2q24.2(159,963,476-160,249,119)x3 285,643 TANC1, WDSUB1, BAZ2B 
ID_230 10y HD M 
ID, ASD, hiperactivity, facial 
dysmorphic features 
arr[hg19] 3p14.1(65,502,771-66,372,903)x3 870,132 MAGI1, SLC25A26 
ID_611 1y 2.7 M GDD arr[hg19] 3p12.3(79,450,459-79,615,786)x1 mat 165,327 ROBO1 
ID_137 15y HD F ID, epilepsy arr[hg19] 3p12.2p12.1(80,726,889-83,556,891)x3 2,830,002 GBE1 
ID_560 (2) 5y 2.7 M ID 
arr[hg19] 3q23(139,182,418-139,828,239)x3, 
10q24.2(100,704,687-100,912,452)x1 
645,821 RBP2, RBP1, NMNAT3, CLSTN2 
ID_325 (3) 15y HD M ID, short stature 




ID_305 (2) 10y HD M ID (mild), ADHD 
arr[hg19] 4q28.1(126,286,442-126,508,782)x3 mat, 
22q11.21(20,728,956-21,465,659)x3 mat 
222,340 FAT4, MIR2054 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_127 (1) 13y HD F 
ID, ADHD, hyperphagia, facial 
dysmorphic features, arachnodactyly, 
scoliosis, myopia, astigmatism 
arr[hg19] 1p36.33(849,466-2,098,337)x1 no mat, 
4q32.1(156,759,265-157,037,360)x1 mat 278,095 ACCN5, TDO2, CTSO 
ID_376 (1) 2y HD M 





ID_221 3y HD M GDD, language delay arr[hg19] 6p22.1(27,166,546-27,401,326)x3 234,780 
PRSS16, POM121L2, FKSG83, 
ZNF204P, ZNF391 
ID_234 11y HD M 
ID (mild), ADHD, TDAH, facial 
dysmorphic features, dextrocardia arr[hg19] 6p22.1(27,166,546-27,401,326)x3 234,780 
PRSS16, POM121L2, FKSG83, 
ZNF204P, ZNF391 
ID_26 9y HD F ID, facial dysmorphic features arr[hg19] 6p12.3(50,458,177-51,039,485)x3 581,308 TFAP2D, TFAP2B 
ID_529 5y 2.7 F ID arr[hg19] 6q12(65,471,052-65,778,087)x1 307,035 EYS 
ID_32 (2) 2y HD F GDD 
arr[hg19] Xq21.2q21.31(85,632,742-86,633,326)x3, 
6q23.2q23.3(135,086,901-136,136,872)x1 1,049,971 
ALDH8A1, HBS1L, MYB, AHI1, 
NCRNA00271 
ID_67 12y HD F ID, ASD arr[hg19] 6q27(170,168,308-170,548,295)x3 379,987 C6orf70, NCRNA00242, C6orf208 
ID_10 3y 2.7 F GDD, language delay, macrocephaly arr[hg19] 7p15.2(27,641,030-27,743,147)x1 102,117 HIBADH 
ID_390 10y HD F ID arr[hg19] 8q11.23(53,861,674-54,347,340)x3 485,666 OPRK1 
ID_54 (2) 6y HD M 




575,431 CPA6, PREX2 
ID_157 (2) 5y HD F 





ID_238 7y HD M ID arr[hg19] 9q21.32q21.33(86,845,673-87,089,584)x3 243,911 SLC28A3 
ID_366 2y HD M 
GDD, deficient intersubjectivity, 
ptosis, congenital heart disease 
arr[hg19] 9q31.1(104,478,982-104,742,371)x3 263,389 GRIN3A 
ID_62 (1) 11y HD M ID 
arr[hg19] 9q34.3(140,366,401-140,672,397)x1, 
10q23.2(88,581,432-88,722,185)x3 
140,753 BMPR1A, MMRN2, SNCG 
ID_482 5y HD M ID arr[hg19] 10q24.2(100,690,060-100,908,650)x1 218,590 HPSE2 




ID_323 11y HD F ID, epileptic encephalopathy arr[hg19] 10q26.2(127,744,011-128,127,150)x3 383,139 ADAM12, C10orf90 
ID_340 6y HD M 
ID, language delay, social interaction 
problems  arr[hg19] 10q26.2(127,744,011-128,128,774)x3 384,763 ADAM12, C10orf90 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_322 (2) 17y HD F 
ID, facial dysmorphic features, short 
stature, polycystic ovary 
arr[hg19] 10q26.2(127,744,011-128,139,793)x3, 
15q11.2(24,839,156-24,988,449)x3 395,782 ADAM12, C10orf90 
ID_397 10y HD M ID arr[hg19] 11q14.2(86,843,373-87,311,096)x3 mat 467,723 TMEM135 




ID_533 (1) 8y 2.7 F See P2 [Quintela et al. 2015d] 
arr[hg19] 4q13.2q13.3(68,207,272-75,021,494)x1 dn, 
11q24.2(126,463,132-126,677,128)x3 mat 213,996 KIRREL3 
ID_402 (1) 4y HD M GDD, short stature  
arr[hg19] 1q21.1q21.2(146,156,348-147,929,323)x1, 
12p12.1(21,300,476-21,578,259)x3 
277,783 SLCO1B1, SLCO1A2, IAPP 




ID_72 8y HD M ID arr[hg19] 14q21.2q21.3(47,121,024-47,445,704)x3 324,680 RPL10L, MDGA2 
ID_124 12y HD M ID, facial dysmorphic features arr[hg19] 14q31.3(89,164,003-89,464,360)x3 300,357 EML5, TTC8 
ID_302 (1) 15y HD M ID (mild), behavior problems 
arr[hg19] 1q21.1(145,382,123-145,809,279)x3, 
14q31.3(89178732-89470570)x3 
291,838 EML5, TTC8 
ID_322 (2) 17y HD F 
ID, facial dysmorphic features, short 
stature, polycystic ovary 
arr[hg19] 10q26.2(127,744,011-128,139,793)x3, 
15q11.2(24,839,156-24,988,449)x3 149,293 C15orf2 




LOC91450, TBC1D2B, SH2D7, 
CIB2, IDH3A, ACSBG1, DNAJA4, 
WDR61 
ID_505 6y HD F ID, epilepsy arr[hg19] 15q25.2(81,975,128-82,435,727)x1 mat 460,599 MEX3B, EFTUD1 
ID_508 (2) 7y HD M ID, ASD 
arr[hg19] 12q14.1(59,257,222-59,761,500)x1, 
16p12.2(21,576,802-21,816,543)x1 239,741 METTL9, IGSF6, OTOA, RRN3P1 
ID_287 7y HD M ID, ADHD, microcephaly arr[hg19] 16p12.2(21,576,802-21,841,354)x3 264,552 METTL9, IGSF6, OTOA, RRN3P1 
ID_361 16y HD M ID, epilepsy arr[hg19] 16p12.2(21,576,802-21,852,932)x1 276,130 METTL9, IGSF6, OTOA, RRN3P1 
ID_563 8y HD F ID arr[hg19] 16p12.2(21,596,299-21,817,922)x1 221,623 METTL9, IGSF6, OTOA, RRN3P1 
ID_586 2y 2.7 F GDD arr[hg19] 17q11.1q11.2(25,332,931-26,084,641)x3 751,710 





Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_379 (2) 2y HD F GDD (mild) 
arr[hg19] 11q22.3(104,804,278-105,112,236)x1, 
18p11.31p11.23(6,929,190-8,087,455)x3 1,158,265 
LOC400643, LAMA1, LRRC30, 
PTPRM 
ID_311 8y HD M ID, ASD, macrosomia arr[hg19] 18p11.22(9,162,250-9,532,196)x3 no pat 369,946 ANKRD12, TWSG1, RALBP1 
ID_549 7y HD M ID arr[hg19] 18p11.22p11.21(10,585,537-11,594,922)x1 1,009,385 FAM38B 
ID_263 6y HD F ID, epilepsy, hypotonia, pes planus arr[hg19] 18p11.21(10,913,276-11,610,479)x1 697,203 FAM38B 
ID_524 10y 2.7 M ID arr[hg19] 18p11.21(12,915,693-13,183,822)x3 268,129 SEH1L, CEP192 
ID_83 14y HD F ID, obesity, pubertal delay arr[hg19] 18p11.21(12,918,250-13,183,317)x3 265,067 SEH1L, CEP192 
ID_18 1y 2.7 F GDD, facial dysmorphic features arr[hg19] 18q12.2(33,751,258-34,813,138)x3 1,061,880 
ELP2, MOCOS, FHOD3, C18orf10, 
KIAA1328 
ID_249 4y HD M ID arr[hg19] 18q22.1(64,809,285-65,219,867)x3 410,582 DSEL, LOC643542 
ID_84 (4) 4y HD F ID 
arr[hg19] 2p24.3(14,398,051-14,505,127)x1, 
19p13.3(6,246,138-6,822,631)x3 
576,493 21 genes (TUBB4,C3) 
ID_598 1y 2.7 F GDD arr[hg19] 19q13.43(56,576,293-57,656,254)x3 1,079,961 22 genes 
ID_301 13y HD M ID arr[hg19] 22q13.31(44,470,955-46,459,591)x3 1,988,636 
23 genes (UPK3A,FBLN1, 
ATXN10) 
ID_553 9y 2.7 M ID arr[hg19] Xp22.33(567,182-1,401,735)x2 834,553 SHOX, CRLF2, CSF2RA 
ID_128 4y HD M ID, ASD arr[hg19] Xp22.31(6,449,752-6,797,539)x0 347,787 VCX3A 
ID_568 4y 2.7 M ID arr[hg19] Xp21.1p11.4(37,390,438-38,106,153)x2 715,715 
LANCL3, XK, CYBB, DYNLT3, 
CXorf27, SYTL5, SRPX 
ID_569 3y HD F GDD arr[hg19] Xq21.2(85,290,727-85,766,605)x3 475,878 CHM, DACH2 
ID_32 (2) 2y HD F GDD 
arr[hg19] Xq21.2q21.31(85,632,742-86,633,326)x3, 
6q23.2q23.3(135,086,901-136,136,872)x1 1,000,584 DACH2 
ID_157 (2) 5y HD F 




460,601 ZCCHC16, LHFPL1, AMOT, MIR4329 
ID_594 10y 2.7 M 
ID,facial dysmorphic features, septo-
optic dysplasia 
arr[hg19] Xq23(112,258,945-112,927,623)x2 668,678 LOC101928437, XACT 
ID_470 6y HD F ID arr[hg19] Xq23(112,258,945-112,940,342)x3 681,397 LOC101928437, XACT 
ID_268 7y HD M ID, ASD arr[hg19] Xq24(118,773,162-119,252,281)x2 479,119 13 genes (UPF3B,NDUFA1) 




C: Likely benign CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_51 14y HD  M ID, growth retardation, microcephaly arr[hg19] 2q11.1(95,341,516-95,811,549)x3 470,033 ANKRD20B, TEKT4, MAL, MRPS5 
ID_267 7y HD M ID arr[hg19] 6q25.2q25.3(155,297,755-156,118,979)x3 821,224 TIAM2, TFB1M, CLDN20, NOX3 
ID_21 6y HD M ID arr[hg19] 10q26.11(120,606,804-120,973,292)x3 366,488 
NANOS1, EIF3A, SNORA19, 
FAM45A, FAM45B, SFXN4, 
PRDX3, GRK5 
ID_379 (2) 2y HD F GDD (mild) 
arr[hg19] 11q22.3(104,804,278-105,112,236)x1, 
18p11.31p11.23(6,929,190-8,087,455)x3 
307,958 CASP4, CASP5, CASP1, CARD16, CARD17, CARD18 
ID_19 11y 2.7 M ID, ADHD, congenital heart disesase arr[hg19] 12q24.11(109,538,689-109,886,051)x3 347,362 UNG, ACACB, FOXN4, MYO1H 
ID_258 15y HD M ID (mild) arr[hg19] 15q21.2(52,307,136-52,419,284)x1 112,148 MAPK6, BCL2L10, GNB5 
ID_241 3m HD M 
GDD, facial dysmorphic features, 
microsomia, heart murmur 
arr[hg19] 19q13.12(37,795,777-37,949,477)x3 153,700 HKR1, ZNF527, ZNF569 
ID_54 (2) 6y HD M 




159,892 ZNF404, ZNF45, ZNF221, ZNF155, ZNF230 
ID_510 9y HD F ID arr[hg19] 21q22.2(41,018,249-41,278,694)x3 260,445 B3GALT5, IGSF5, PCP4 
(*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (1) Patient with an additional clinically relevant CNV (shown in grey). (2) Patient 
with an additional variant of unknown clinical significance ((shown in grey). (3) Patient with an additional clinically relevant CNV and a 
benign CNV (both shown in grey). (4) Patient with an additional benign CNV (shown in grey). Abbreviations: y:years; m: months; HD: 
CytoScan High Density Array; 2.7M: Cytogenetics 2.7M array; F: female; M: male; ID: intellectual disability; ASD: autism spectrum disorder; 
GDD: global developmental delay; ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; P2: patient 2; mat: maternally inherited; pat: paternally 




Table V: Benign CNVs sorted by chromosome. 
Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_617 10y 2.7 F ID arr[hg19] 1p31.1(83,284,445-83,645,233)x3 360,788 LINC01361 
ID_619 11y 2.7 M ID, short stature arr[hg19] 1q41(218,006,349-218,201,463)x3 195,114 SPATA17 
ID_218 12y HD M ID (mild), ASD arr[hg19] 1q42.13(227,559,977-227,787,807)x3 227,830 ZNF678 
ID_499 9y HD F ID, ASD arr[hg19] 2p25.2(4,538,997-4,839,354)x3 300,357 LOC727982 




ID_416 8y HD F 
ID (mild-moderate), ADHD, bilateral 
epicanthus, joint hypermobility 
arr[hg19] 2q22.1(137,848,420-138,191,511)x1 343,091 THSD7B 
ID_408 2y HD F GDD arr[hg19] 2q22.1(140,931,411-141,442,341)x3 510,930 LRP1B 
ID_325 (2) 15y HD M ID, short stature 




ID_123 (3) 10y HD M ID, ADHD, macrosomia 
arr[hg19] 4p15.33(11,870,242-12,230,025)x1 no mat, 
7q11.23(72,718,277-74,142,215)x3 no mat 
359,783 LOC101929019 
ID_141 17y HD M 
ID (moderate), epilepsy, ADHD, 
hypotonia, laryngomalacia, scoliosis 
arr[hg19] 4p15.33(11,879,106-12,230,025)x1 350,919 LOC101929019 
ID_28 (3) 13y HD F ID, language delay 
arr[hg19] 4q33(170,610,585-170,833,785)x3 mat, 
16p11.2(29,567,295-30,177,916)x1 dn 
223,200 CLCN3, C4orf27 
ID_44 12y HD M 
ID, partial agenesis of the corpus 
callosum, subependymal heterotopias 
arr[hg19] 5p15.33(2,908,532-3,322,076)x3 413,544 LINC01377 
ID_99 17y HD M 
ID, neurofibromatosis, cerebellar 
hypoplasia 
arr[hg19] 5q31.3(142,146,542-142,364,941)x3 218,399 ARHGAP26 
ID_138 12y HD F ID, multicystic kidney arr[hg19] 6p24.3(8,594,604-8,718,988)x1 124,384 HULC 
ID_217 14y HD F ID,epilepsy, ADHD, short stature arr[hg19] 6q22.31(119,755,623-120,226,902)x1 471,279 LOC285762 
ID_371 7y HD M ID (mild), ADHD arr[hg19] 6q25.1(149,221,360-149,636,966)x3 415,606 UST 




Sample Age (*) Array Gender Phenotype ISCN  Size (bp) Genes (**) 
ID_130 1y HD F GDD, hypotonia arr[hg19] 7q22.1(103,295,580-103,397,082)x1 101,502 RELN (***) 
ID_599 2y 2.7 M GDD arr[hg19] 8p22(15,545,640-15,893,002)x1 mat 347,362 TUSC3 (****) 
ID_420 14y HD M ID (mild), ADHD, epilepsy arr[hg19] 11p14.3(22,107,533-22,274,309)x3 166,776 ANO5 
ID_153 4y HD F ID, ASD, facial dysmorphic features arr[hg19] 12q24.32(127,812,509-128,901,875)x3 1,089,366 FLJ37505, TMEM132C 
ID_163 4y HD M 
ID, epilepsy, microcephaly, facial 
dysmorphic features 
arr[hg19] 13q14.3(54,477,258-55,151,647)x3 674,389 MIR1297 
ID_456 7y HD F ID, ASD, congenital heart disease arr[hg19] 13q22.3(77,782,493-78,073,267)x3 290,774 MYCBP2 
ID_369 4y HD M ID, facial dysmorphic features arr[hg19] 15q11.2(23,620,191-23,789,856)x1 169,665 GOLGA6L2 
ID_25 4y HD F ID arr[hg19] 16p13.2(9,225,951-9,431,175)x3 205,224 MIR548X 
ID_400 14y HD M ID (moderate) arr[hg19] 16q23.2(80,502,185-80,760,588)x1 258,403 DYNLRB2, CDYL2 
ID_70 NA HD M ID, microcephaly arr[hg19] 17p12(15,718,527-15,825,583)x1 107,056 LOC101928567 
(*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (***) RELN (reelin; OMIM 600514) encodes a large glycoprotein with important 
roles in neuronal migration and positioning in the developing brain. This gene is reported to segregate in an autosomal recessive manner, 
with homozygous mutations causing lissencephaly (OMIM 257320), accompanied by developmental delay and epilepsy. Although with 
inconsistent results, RELN has been frequently analyzed by association studies in various disorders, especially schizophrenia and ASD 
(reviewed by (Folsom and Fatemi 2013; Lammert and Howell 2016) and recent whole exome/genome sequencing studies have detected de 
novo mutations in this gene in ASD patients (Neale et al. 2012; De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014; Yuen et al. 2015). (****) 
Homozygous mutations in the TUSC3 (tumor suppressor candidate 3; OMIM 601385) gene, both SNVs and CNVs, have been reported in multiple 
consanguineous ID families (Garshasbi et al. 2008; Molinari et al. 2008; Garshasbi et al. 2011; Khan et al. 2011; Loddo et al. 2013; El 
Chehadeh et al. 2015; Al-Amri et al. 2016) and although we did not find additional deleterious mutations in the other allele (data not 
shown), we cannot exclude the presence of mutations in regulatory elements within the non-exonic sequence. (1) Patient with an additional 
variant of unknown clinical significance (shown in grey). (2) Patient with an additional clinically relevant CNV and a variant of unknown 
clinical significance (both shown in grey). (3) Patient with an additional clinically relevant CNV (shown in grey). Abbreviations: y:years; NA: 




spectrum disorder; GDD: global developmental delay; ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; mat: maternally inherited; pat: paternally 
inherited; dn: de novo; bp: base pairs. 
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Table S1: Chromosomal abnormalities (CNVs > 7.5 Mb; long runs of LOH and phenotypically 
recognizable syndromes) detected in our patients. Abbreviations: HD: CytoScan High Density 
array; 2.7M: Cytogenetics 2.7M array; M: male; F: female; ID: Intellectual Disability; S: 
sindromic; ter: terminal; PWS/AS: Prader-Willi Syndrome/Angelman Syndrome; LOH: Loss Of 
Heterozygosity; Mat: maternal; Chr: Chromosome; NA: Not available; hg19: human genome 
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(hg19) Size (bp) # Genes 







23,099,251 132 genes 
Gain Xq23q24 X:115,751,431-
117,940,350 2,188,919 5 genes 
ID_149 HD M ID Whole 18p 
deletion NA Loss 18p11.32p11.21
 18:136,226-
15,157,836 15,021,610 Whole chr 18p 




De novo Gain 7q11.21q11.23 7:64,460,894-
75,045,079 10,584,185 79 genes  
ID_178 HD M ID Klinefelter  
syndrome NA Gain Whole chr X Whole chr X Whole chr X Whole chr X 




De novo Loss 5p15.32p14.1 
5:4,698,836-
27,989,797 23,290,961 49 genes  




NA Loss 8p23.1p21.3 8:12,528,482-
23,224,935 
10,696,453 68 genes  
ID_425 HD M ID (mild), 
obesity XYY syndrome NA Gain Whole chr Y Whole chr Y Whole chr Y Whole chr Y 
ID_478 2.7 F ID Jacobsen 
syndrome  NA Loss 11q23.3q25 
11:119,580,935-
134,926,021 15,345,086 121 genes  
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(hg19) Size (bp) # Genes 





159,119,707 15,044,084 102 genes  
Gain 20p13p12.1 20:61,568-
13,199,299 13,137,731 121 genes  
Gain 20p12.1p11.23 
20:13,217,888-
18,927,972 5,710,084 33 genes  
ID_496 2.7 M S-ID (severe) 1p32p31.1 
deletion 
NA Loss 1p32.2p31.1 1:58,834,376-
70,040,383 
11,206,007 54 genes  
ID_509 2.7 M S-ID (severe) Sotos Syndrome NA Loss 5q35.2q35.3 5:175,502,608-
177,178,899 1,676,291 41 genes 
ID_516 2.7 F S-ID (severe) 7q33q35 deletion NA Loss 7q33q35 7:136,718,297-
146,351,411 9,633,114 101 genes  
ID_545 2.7 M S-ID (severe) PWS/AS region 
LOH NA LOH 15q11.2q14 
15:22,300,190-
38,453,356 16,153,166 171 genes  
ID_564 2.7 F S-ID (profound) Whole chr 15 LOH NA LOH Whole chr 15 Whole chr 15 Whole chr 15 Whole chr 15 
ID_612 2.7 F S-ID (severe) 12pter duplication 





12,887,860 12,695,818 205 genes 
Loss 18q22.3q23 18:70,167,490-





Patients with clinically relevant CNVs 
Patient ID_45 arr 12p13.33(2,366,516-2,571,012)x1 (Figure S1) 
Patient ID_45 is a 15-year-old male with a clinical diagnosis of mild syndromic intellectual 
disability (ID), attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) and behavior problems and a 
family clinical history of ID (a first degree relative with ID). Microarray-based copy number 
analysis revealed a heterozygous loss of 204.5 kb at chromosome 12p13.33, encompassing two 
exons of CACNA1C (MIM 114205) (Fig. S1), a gene that encodes the alpha-1 subunit of the L-
type voltage-dependent calcium channel. Mutations in this gene were reported to cause 
Brugada syndrome-3 (OMIM 611875) and Timothy syndrome (OMIM 114205). CACNA1C plays 
key roles in dendritic development, neuronal survival, synaptic plasticity, memory formation, 
learning and behavior reviewed by (Bhat et al. 2012) and specific common genetic variants 
in this gene have also been associated with psychiatric disorders, as bipolar disorder, 
depression, schizophrenia and autism spectrum disorders (ASDs) reviewed by (Bhat et al. 
2012) and (Lu et al. 2012; Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics and Genetic Risk 
Outcome of Psychosis 2013; Zheng et al. 2014). Clinical reports of patients with 
neurodevelopmental and behavior disorders and subtelomeric deletions at chromosome 12p, 
either terminal or interstitial, harboring or with their breakpoints disrupting the CACNA1C 
gene have also been published (Velinov et al. 2008; Rooryck et al. 2009; Macdonald et al. 
2010; Abdelmoity et al. 2011; Madrigal et al. 2012; Vargas et al. 2012; Thevenon et al. 2013; 
Fanizza et al. 2014). The majority of these chromosomal aberrations affects several megabases 
of DNA sequence and harbors additional genes, making the establishment of genotype-
phenotype correlations a challenging task. Our patient, however, presents an intragenic 
deletion of 204.5 kb exclusively affecting the CACNA1C gene (Fig. S1) and no additional rare 
exonic CNV was detected in his genome. In addition, no CACNA1C copy number loss was 
identified in our control samples (n=894). Also strikingly, Roberts et al. 2014 have recently 
reported a de novo 276 kb monogenic copy number gain in this gene, identified in a 9-year-
old male with learning disabilities (Roberts et al. 2014). It is also important to note that 
none of the individuals with CACNA1C deletions described so far, including our patient, 
presented characteristics of Brugada syndrome or Timothy Syndrome, with the exception of 
the patient reported by Rooryck et al. 2009. Thereby, as it was previously suggested in the 
literature (Abdelmoity et al. 2011; Vargas et al. 2012; Fanizza et al. 2014), copy number 
variants in this gene seem to be associated with phenotypes other than those reported for 
single nucleotide variants (SNVs). Overall, our findings along with literature review seem to 
support the relevance of CACNA1C in neurodevelopmental and behavior phenotypes, 
specifically mild-ID and ADHD, when its dose is altered. 
Patient ID_401 arr Xq25(122,128,253-122,309,029)x2,Xq25(122,312,033-122,593,583)x2 
(Figure S2) 
Patient ID_ 401 is a 6-year-old male with ID, learning and language delays, ADHD, dystonic 
posturing of hands and feet and bifid earlobe. He was found to carry a 281.5 kb copy number 
gain at chromosome Xq25, encompassing 14 exons of the GRIA3 (glutamate receptor, 
ionotropic, AMPA 3; OMIM 305915) gene (Fig. S2), a glutamate receptor abundantly expressed 
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in the brain. Ionotropic alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) 
receptors are important mediators in synaptic transmission and essential in processes 
implicated in learning and memory (Gecz et al. 1999). Different types of genetic variants 
disrupting this gene -such as SNVs (Wu et al. 2007; Philips et al. 2014) or structural variants, 
including translocations (Gecz et al. 1999), copy number losses (Wu et al. 2007) and gains 
(Jacquemont et al. 2006; Chiyonobu et al. 2007; Bonnet et al. 2009; Guilmatre et al. 2009; 
Philippe et al. 2013)- have been identified in patients with a syndromic phenotype of ID 
(OMIM 300699). It is an X-linked medical condition and, in consequence, probands are 
frequently males who have inherited the mutation from an unaffected mother, with a skewed 
X-chromosome inactivation (XCI) pattern (Jacquemont et al. 2006; Chiyonobu et al. 2007; 
Bonnet et al. 2012; Philippe et al. 2013); nevertheless, a proportion of individuals with GRIA3 
variants and neurodevelopmental phenotypes are females, both probands ((Gecz et al. 1999), 
DECIPHER 288269 and 291248) and milder affected mothers with a random XCI (Bonnet et al. 
2009). Our patient ID_ 401 carried a complex chromosomal rearrangement, with the 
aforementioned CNV disrupting GRIA3 and an additional non-exonic Xq25 copy number gain 
locating within a gene desert, upstream of GRIA3 (Fig S2). In that sense, Bonnet et al. (2012) 
previously informed on a male patient with ID and epilepsy and a duplication mapping 874-kb 
upstream of this gene (Bonnet et al. 2012). Taking all of these findings reported in the 
literature into consideration, we suggest that the Xq25 rearrangement found in our patient is 
responsible for his phenotype. 
Patients with likely pathogenic CNVs 
Patient ID_295 arr 1q41(218,432,883-220,940,873)x1 mat (Figure S3) 
Patient ID_295 is a 15-year-old male with a core phenotype characterized by mild ID and joint 
hypermobility. Chromosomal microarray analysis in the family revealed a maternally inherited 
copy number loss of 2.5 Mb, mapping at chromosome 1q41 and affecting multiple genes 
(RRP15, TGFB2, LYPLAL1, SLC30A10, EPRS, BPNT1, IARS2, MIR215, MIR194-1, RAB3GAP2, 
MIR664, SNORA36B, AURKAPS1, MARK1, C1orf115 and MOSC2) (Fig. S3). Lindsay et al. (2012) 
identified heterozygous loss-of-function mutations or deletions in the TGFB2 (transforming 
growth factor, beta-2; OMIM 190220) gene in 8 families with thoracic aortic aneurysm and 
additional clinical manifestations (Lindsay et al. 2012), fitted into the so-called Loeys-Dietz 
syndrome, type 4 (OMIM 614816; (Boileau et al. 2012; Lindsay et al. 2012)). Two of their 
patients, with copy number losses of 6.5 Mb and 3.5 Mb of length, respectively, both 
overlapping with our patient´s deletion (Fig.S3), also manifested mild developmental delay 
(Lindsay et al. 2012). More recently, Fontana et al. (2014) reported on a new female patient 
with 4 deletions in her genome, one of them partially overlapping with the 1q41 region 
deleted in our patient (Fig.S3), and a complex phenotype, including some of the clinical 
manifestations distinctive of the Loeys–Dietz syndrome, type 4. Furthermore, the patient 
suffered a mild developmental delay in early ages that became borderline ID at the age of 18 
years, when the last IQ evaluation gave a result of 70 (Fontana et al. 2014). The minimum 
region of overlap among the deletions found in these 3 patients previously reported in the 
literature (Lindsay et al. 2012; Fontana et al. 2014) and the one identified in our patient has 
a size of 1.07 Mb and harbors 3 genes (RRP15, TGFB2 and LYPLAL1). Although this finding 
allows us to limit the 1q41 region previously proposed as candidate for ID (Fontana et al. 




(RAB3 GTPase-activating protein, noncatalytic subunit; OMIM 609275) gene is implicated in 
autosomal recessive ID, as part of the Martsolf syndrome (OMIM 212720) and the Warburg 
micro syndrome 2 (OMIM 614225) and, second, the MARK1 (MAP/microtubule affinity-
regulating kinase 1) gene, which encodes a protein kinase implicated in the phosphorylation 
of microtubule-associated proteins, important for the regulation and establishment of cell 
polarity, cell cycle regulation, vesicular transport and cell migration (OMIM 606511), has also 
been suggested as an autism susceptibility gene (Maussion et al. 2008). Additionally, the 
MARK proteins have been shown to be relevant in the morphogenesis of dendritic spines in 
hippocampal neurons (Wu et al. 2012), whose activity is dependent on the NMDA subtype of 
glutamate receptors and is believed to be important for cognitive functions, such as learning 
and memory. Furthermore, Bernard and Zhang (2015) have recently shown that MARK is 
activated downstream of NMDA receptors in primary hippocampal neurons through a protein 
kinase A-dependent mechanism and suggested its implication in synaptic plasticity (Bernard 
and Zhang 2015). 
Patient ID_210 arr 2q36.3(230,742,418-230,846,708)x1 (Figure S4) 
Patient ID_210 is a 17-year-old male with mild ID, attention deficit and social and behavior 
problems, who carried a 104 kb deletion at 2q36.3, with breakpoints disrupting TRIP12 and 
FBXO36 (Fig. S4). The TRIP12 (thyroid hormone receptor interactor 12; OMIM 604506) gene was 
found to be one of the multiple genes affected by a de novo 2q36.1q36.3 deletion in a 
patient with multiple renal cysts and severe ID (Doco-Fenzy et al. 2008) and a de novo 
2q36.3q37.1 loss in an individual with ASD (Pinto et al. 2014) (Fig. S4). Copy number losses 
restricted to TRIP12 and FBXO36 have also been described; i. e., Patient DECIPHER 281305, 
with global developmental delay and cystic renal dysplasia and an ASD sample of the AGP 
collection; in this case, a 60 kb deletion involving the first exon of TRIP12 (reported to be 
part of the promoter of the gene) and, also partially, the FBX036 gene was identified in a 
male with ASD and no language delay (Fig. S4). However, no deletions in TRIP12 were found 
among 4,768 controls and 4,875 parents (Sanders et al. 2015), further supporting its role in 
neurodevelopmental phenotypes. Additionally, exome sequencing of 343 ASD families allowed 
the identification of a female patient with a de novo nonsense SNV in TRIP12 (Iossifov et al. 
2012). Also, O´Roak et al. (2014) found a total of 4 de novo events in this gene in an ASD 
cohort of 3,681 individuals and highlighted that these mutation carriers all had, apart from 
ASD, mild to moderate ID (O'Roak et al. 2014). The TRIP12 gene shares sequence similarity 
with UBE3A (ubiquitin-protein ligase E3A; OMIM 601623), associated with Angelman 
syndrome (OMIM 105830), and encodes a protein with E3 ubiquitin-ligase activity implicated, 
along with the X-linked ID gene HUWE1, in degradation of ubiquitin fusion substrates; in 
addition, TRIP12 could be relevant in the regulation of DNA repair (Gudjonsson et al. 2012; 
Poulsen et al. 2012). A homozygous mutation in Trip12 that alters its ubiquitin ligase activity 
resulted in embryonic lethality, suggesting a potential role for this gene in mouse 
embryogenesis (Kajiro et al. 2011). Although more studies and data are needed to finally 
confirm the pathogenicity of the 2q36.3 CNV identified in our sample, the fact that de novo 
loss-of-function TRIP12 mutations and deletions were detected in multiple patients with 
neurodevelopmental disorders, the function of the protein and the aforementioned functional 
evidences, together with our own data, make TRIP12 a strong potential candidate gene. 
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Patient ID_237 arr 4q31.23(148,694,448-149,325,972)x1 (Figure S5) 
Patient ID_237 is a 17-year-old male with ID and facial dysmorphic features and a 631 kb 
copy number loss at chromosome 4q31.23, partially involving two genes: ARHGAP10 and 
NR3C2 (Fig. S5). The NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3, group c, member 2; OMIM 600983) 
gene encodes a mineralocorticoid receptor that functions as a ligand-dependent transcription 
factor that mediates the effects of aldosterone on different tissues, including the central 
nervous system (Zennaro et al. 2001). This gene has been widely studied in several psychiatric 
disorders; thus, its expression was found to be decreased in the prefrontal cortex of patients 
with schizophrenia and bipolar disorder (Xing et al. 2004) and it was suggested as a candidate 
predictor gene for response to risperidone in an integrated analysis combining: (1) a genome-
wide SNP pharmacogenetic study to assess the response to risperidone treatment in 
schizophrenic individuals and (2) a global transcriptome analysis of the prefrontal cortex of 
risperidone-exposed mice (Ikeda et al. 2010). Additionally, de novo SNVs in NR3C2 have been 
identified in patients with ASD (Iossifov et al. 2012; De Rubeis et al. 2014); and, recently, 
Turner et al. (2016) found an enrichment, with nominal significance, for de novo SNVs and 
CNVs in putative regulatory elements mapping near genes previously associated with autism 
risk, including NR3C2, in patients with ASD compared to controls (Turner et al. 2016). Finally, 
we found two ISCA patients with deletions disrupting the NR3C2 gene: Patient nssv706299, 
with autism and a monogenic deletion partially affecting NR3C2 and considered pathogenic 
and Patient nssv3396558, evaluated for developmental delay and/or other significant 
developmental or morphological phenotypes, who carried a likely pathogenic deletion also 
disrupting ARHGAP10 and NR3C2, as the one identified in our patient (Fig. S5). 
Patient ID_486 arr 11q22.3(10,8764,087-109,157,117)x3,19q13.32q13.33(47,678,453-
48,404,515)x3 (Figure S6) 
Patient ID_486 is a 9-year-old female with ID, ASD and visual deficit with congenital 
nystagmus, who harbored two CNVs in her genome: a partial duplication of the DDX10 gene at 
11q22.3 and an additional 19q13.32q13.33 copy number gain of 726 kb encompassing the 
following genes: SAE1, BBC3, MIR3190, MIR3191, CCDC9, PRR24, C5AR1, GPR77, DHX34, 
MEIS3, SLC8A2, KPTN, NAPA, ZNF541, GLTSCR1, EHD2, GLTSCR2, SNORD23, SEPW1, TPRX1, CRX 
y SULT2A1 (Fig. S6). This second CNV was sub-classified as likely pathogenic due to the fact 
that: (1) deletions within this chromosomal region have been previously reported in 
intellectually disabled patients (Leal et al. 2009; Castillo et al. 2014), (2) it is gene-rich and 
(3) some of the genes involved were suggested as potential candidates for 
neurodevelopmental phenotypes. Thus, Leal et al. (2009) identified a de novo 19q13 deletion 
in a 28 year-old female with severe ID, tetralogy of Fallot, cleft lip and palate, facial 
asymmetry, scoliosis, deafness and megacolon (Leal et al. 2009). The shortest region of 
overlap between this CNV and the copy number gain found in our patient encompasses 14 
genes (SAE1, BBC3, MIR3190, MIR3191, CCDC9, PRR24, C5AR1, GPR77, DHX34, MEIS3, SLC8A2, 
KPTN, NAPA y ZNF541), including some of those previously proposed by Leal et al. (2009) as 
candidate genes to explain some of the clinical features manifested by the patient; i.e., the 
SAE1 (SUMO1-activating enzyme, subunit 1; OMIM 613294) gene, suggested as a candidate for 
cleft lip and palate; the KPTN (kaptin (actin binding protein); OMIM 615620) gene, proposed 
to explain congenital deafness; and SLC8A2 (solute carrier family 8 (sodium-calcium 




and congenital abnormalities, specifically, cardiac defects and megacolon (Leal et al. 2009). 
Castillo et al. (2014) identified 3 additional patients with developmental delay and 
dysmorphic features carrying 4 microdeletions of different size, mapping at the chromosomal 
region duplicated in our sample ID_486 (Fig. S6). These authors defined a new 19q13.32 
microdeletion syndrome and suggested that the phenotypic severity depends on the size and 
gene content of the CNV. In fact, Patient 1 and the patient reported by Leal et al. (2012), 
both with large de novo deletions, shared a recurrent syndromic phenotype, including ID, 
facial asymmetry, oculomotor paralysis, ptosis, cleft lip and palate, micrognathia, 
kyphoscoliosis and congenital cardiac and intestinal defects; however, their Patients 2 and 3 
did not present most of the distinctive features, probably because they carried shorter 
deletions, not including the entire critical region for this syndrome. They also suggested that 
the haploinsufficiency of some of the genes deleted in their patients could explain their 
phenotypes; specifically, they highlighted NPAS1, NAPA, ARHGAP35, SLC8A2, DHX34, MEIS3 
and ZNF541, due to their expression in the brain parenchyma, glia, heart, gastrointestinal 
tract and musculoskeletal system (Castillo et al. 2014). Some of these genes, i. e. NAPA, 
SLC8A2, DHX34, MEIS3 and ZNF541, and other candidates, i. e. SAE1, were duplicated in our 
sample ID_486, suggesting that not only the haploinsufficiency but also the gain of gene 
dosage may favor the occurrence of neurodevelopmental phenotypes. ISCA and DECIPHER 
databases also compiled brief clinical descriptions of two additional patients with copy 
number gains including within the CNV identified in our sample (Fig. S6); i. e., Patient 
DECIPHER 323363, a female with speech and language delays, prominent epicanthal folds and 
strabismus and a de novo copy number gain of unknown clinical impact and Patient 
nssv1602126, with autism and morphological abnormality of the central nervous system and a 
likely benign gain. Finally, the involvement of other genes located at 19q13.32q13.33, or 
even a potential contribution of the uncertain partial DDX10 gain at chromosome 11q 
identified in our Patient ID_486, cannot be ruled out to explain her phenotype. Although 
more studies are needed to determine its significance, a 170 kb copy number loss involving 
this gene has been recently found in a patient with delay in motor milestones, motor 
stereotypy, absence of speech, ADHD, autistic signs, convergent strabismus, lateral 
nystagmus, hypermetropic astigmatism and facial dysmorphic features (Kashevarova et al. 
2014). Furthermore, two DECIPHER patients presented copy number gains of the DDX10 gene: 
Patient DECIPHER 306098, with autistic behavior and a likely pathogenic partial DDX10 
duplication and Patient DECIPHER 274910, with developmental delay and abnormality of 
higher intellectual function and a paternally inherited duplication of unknown pathogenicity, 
also involving DDX10 and, partially, the EXPH5 gene.  
Patient ID_427 arr 20q12q13.11(40,946,119-42,040,938)x3 (Figure S7) 
Patient ID_427 is a 4-year-old female diagnosed with moderate global developmental delay, 
who carried a 1.1 Mb copy number gain at 20q12q13.11 involving 11 out of the 32 exons of 
PTPRT (Fig. S7). The PTPRT (protein tyrosine phosphatase, receptor type; OMIM 608712) gene is 
one of the members of the type IIB receptor-type protein tyrosine phosphatase (RPTP) family, 
recently shown as a regulator of synaptic function and neuronal development through 
interactions with neuronal adhesion molecules and the dephosphorylation of synaptic 
molecules (Lee 2015). Interestingly, the PTPRT gene maps within a significant region for ASD, 
as reported in a genome-wide linkage analysis performed on a six-generation family with 
seven affected males (Allen-Brady et al. 2009). More recently, the combination of two 
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heterozygous variants within this gene (a missense SNV, c.4094C>T (p.Thr1365Met), and an 
intronic 150 kb deletion), detected by exome sequencing in a family with multiple affected 
members, was considered likely causal of a complex phenotype (severe ID, behavioral 
problems, microcephaly, congenital cardiac defect, and abdominal diaphragmatic hernia) 
(Schuurs-Hoeijmakers et al. 2013). Finally, mutation of a critical aspartate to alanine 
(D1046A), resulting in inactivation of the PTPRT catalytic domain, was found to significantly 
increase social interaction in male homozygous mutant mice compared to wild-type animals, 
while no significant changes were observed in their locomotor activities or anxiety-related 
behaviors (Thirtamara Rajamani et al. 2015). Although we conclude that more studies are 
needed to definitively establish the clinical relevance of the 20q12q13.11 gain identified in 
our patient ID_427, it is important to note that several duplications, also partially affecting 
the PTPRT gene and all included in our sample´s CNV, were considered likely pathogenic for 
neurodevelopmental disorders in patient repositories; this is the case of Patient DECIPHER 
289027, a female with global developmental delay and microcephaly and a copy number gain 
of unknown inheritance; Patient DECIPHER 290118, with facial dysmorphism, inappropriate 
behavior and an identical maternally inherited duplication; and Patient DECIPHER 288576, 





Figure S1. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_45 and literature 
review [hg19. 
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Figure S1. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_45 and literature review [hg19. 
 
Figure S1. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-45, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 204.5 kb deletion at chromosome 12p13.33 arr 12p13.33(2,366,516-2,571,012)x1 mat 
identified in Patient ID-45 and scheme of previously reported 12p subtelomeric aberrations encompassing or with their breakpoints within the CACNA1C gene 
Velinov et al., 2008; Rooryck et al., 2009; Macdonald et al., 2010; Abdelmoity et al. 2011; Madrigal et al., 2012; Vargas et al., 2012; Thevenon et al., 2013; 
Fanizza et al., 2014; Roberts et al., 2014. The UCSC Genome LiftOver Tool was used for converting genome coordinates between hg18 and hg19 assemblies, where 
necessary. 
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Figure S2. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_401 [hg19. 
 
Figure S2. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-401, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the Xq25 region showing the chromosomal rearrangement arr Xq25(122,128,253-




Figure S3. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_295 and literature review [hg19. 
 
Figure S3. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-295, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 1q41 copy number loss arr 1q41(218,432,883-220,940,873)x1  identified in Patient ID_295 
and scheme of partially overlapping deletions of patients reported by Lindsay et al., 2012; Fontana et al., 2014. The UCSC Genome LiftOver Tool was used for 
converting genome coordinates between hg18 and hg19 assemblies, where necessary. UCSC genes within the chromosomal region deleted in our patient, as plotted 
in the UCSC Genome Browser (hg19), are also shown in the lower panel.  
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Figure S4. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_210 and literature review [hg19. 
 
Figure S4. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-210, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 2q36.3 copy number loss identified arr 2q36.3(230,742,418-230,846,708)x1 in Patient ID_210 
and scheme of larger multigenic deletions including TRIP12 Doco-Fenzy et al., 2008; Pinto et al., 2014 and copy number losses restricted to TRIP12 and FBXO36 
Sanders et al., 2014; DECIPHER. The UCSC Genome LiftOver Tool was used for converting genome coordinates from hg17 or hg18 assemblies to hg19, where 





Figure S5. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_237 and ISCA patients [hg19. 
 
Figure S5. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-237, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 4q31.23 copy number loss arr 4q31.23(148,694,448-149,325,972)x1 identified in Patient 
ID_237 and scheme of NR3C2 microdeletions included in the ISCA database.  
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Figure S6. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_486 and literature review [hg19. 
 
Figure S6. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-486, performed with the Affymetrix Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array and 
visualized using the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 19q13.32q13.33 copy number gain arr 19q13.32q13.33(47,678,453-
48,404,515)x3 identified in Patient ID_486 and scheme of partially overlapping microdeletions previously reported in the literature Leal et al., 2009; Castillo et 
al., 2014 and copy number gains compiled in patient repositories DECIPHER, ISCA. The UCSC Genome LiftOver Tool was used for converting genome coordinates 
from hg17 or hg18 assemblies to hg19, where necessary. UCSC genes within the chromosomal region duplicated in our patient, as plotted in the UCSC Genome 




Figure S7. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID_427 and DECIPHER patients [hg19. 
 
Figure S7. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ID-427, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized using the 
Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 20q12q13.11 copy number gain arr 20q12q13.11(40,946,119-42,040,938)x3 identified in 
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Introducción. Los síndromes de microdeleción y microduplicación 3q29 se caracterizan por 
una marcada heterogeneidad fenotípica, y el retraso del desarrollo y la discapacidad 
intelectual de grado leve-moderado son las manifestaciones clínicas más frecuentes. 
Casos clínicos. Dos pacientes con aberraciones cromosómicas recíprocas en la región 3q29. 
La paciente con la microdeleción 3q29 presenta dificultades de aprendizaje, microcefalia 
límite, dismorfismo facial leve, déficit atencional e impulsividad, y rasgos ansiosos y 
obsesivos. El paciente con la microduplicación 3q29 recíproca presenta dificultades de 
aprendizaje, dismorfismo facial leve y un perfil conductual disruptivo no asociado 
previamente con esta duplicación. 
Conclusión. Se comparan los fenotipos de estos pacientes y se revisa la bibliografía de 
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The 8q21.11 microdeletion syndrome (OMIM # 614230) has been recently described and is 
primarily characterized by intellectual disability and facial dysmorphism. We describe here a 
male patient of 9 years 9 months of age with moderate intellectual disability and dysmorphic 
facial features. A high resolution copy number variation analysis, performed with the 
Affymetrix Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array, allowed the identification of a 
heterozygous 7.069 Mb microdeletion at chromosome 8q21.11-q21.13. Clinical comparison 
of our patient with literature shows many similarities. However, the whole facial appearance 
of our patient, especially the elongated rather than rounded face and the absence of a wide 
nasal bridge and epicanthal folds, confers him a phenotype similar only to a subset, but not to 
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We detail here the clinical description and the family genetic study of a male patient with 
global developmental delay, disruptive and obsessive behaviors and minor dysmorphic 
features and a combination of two rare genetic variants: a maternally inherited 16p13.11-
p12.3 duplication and a de novo 12p12.1 deletion affecting SOX5. The 16p13.11 
microduplication has been implicated in several neurodevelopmental and behavioral disorders 
and is characterized by variable expressivity and incomplete penetrance. The causes of this 
variation in phenotypic expression are not fully clear, representing a challenge in genetic 
diagnosis and counseling. However, several authors have proposed the two hit model as one 
of the underlying mechanisms for this phenotypic heterogeneity. Our data could also support 
this two-hit model in which the 16p13.11-p12.3 duplication might contribute to the 
phenotype, not only as a single event but also in association with the SOX5 deletion. The 
SOX5 gene plays important roles in various developmental processes and has been associated 
with several neurodevelopmental disorders, mainly intellectual disability, developmental 
delay and language and/or speech delay as well as with behavior problems and dysmorphic 
features. However, many of the physical features and behavioral manifestations as well as 
language deficiencies present in our patient are consistent with those previously reported for 
SOX5 deletions. Patients carrying multiple genomic variants, as the one presented here, 
illustrate the difficulty in analyzing genotypes when the contribution of each variant results in 
overlapping phenotypes and/or, alternatively, in the modification of the clinical 
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The few proximal 4q chromosomal aberrations identified in patients with neurodevelopmental 
phenotypes that have been published to date are variable in type, size and breakpoints and, 
therefore, encompass different chromosome bands and genes, making the establishment of 
genotype–phenotype correlations a challenging task. Here, microarray-based copy number 
analysis allowed us the detection of two novel and partially overlapping deletions in two 
unrelated families. In Family 1, a 4q13.1-q13.2 deletion of 3.84 Mb was identified in a mother 
with mild intellectual disability and in her two children, both with mild intellectual disability 
and attention deficit hyperactivity disorder. In Family 2, a de novo 4q13.2-q13.3 deletion of 
6.81 Mb was detected in a female patient, born to unaffected parents, with a diagnosis of mild 
intellectual disability, behavioral disorder and facial dysmorphism. The shortest region of 
overlap between these two aberrations is located at chromosome 4q13.2 and includes 17 
genes amongst of which we suggest UBA6 (ubiquitin-like modifier-activating enzyme 6) as a 
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El síndrome de Coffin-Lowry (SCL) (OMIM #303600) es una forma de discapacidad 
intelectual ligada al cromosoma X provocada por mutaciones que afectan a la función del gen 
RPS6KA3 (OMIM *300075). Este síndrome está caracterizado por una marcada 
heterogeneidad en la gravedad y manifestaciones clínicas, tanto en hombres como en mujeres 
portadoras, aunque la mayoría de las mujeres presentan un fenotipo parcial heterogéneo. 
Algunos pacientes con el SCL manifiestan episodios de caída repentina sin pérdida del 
conocimiento provocados por estímulos auditivos o táctiles inesperados que normalmente 
debutan a la edad de 4 a 17 años. La mayoría de los pacientes con el SCL y estos episodios de 
caída son varones, mientras que sólo alrededor de un tercio son mujeres. En este artículo se 
describe el fenotipo de una paciente de 12 años que cumple los criterios diagnósticos del SCL 
clásico, con discapacidad intelectual sindrómica de grado moderado, rasgos faciales 
dismórficos, hipotonía muscular, anomalías esqueléticas y manos blandas y anchas con dedos 
ahusados. Además, manifiesta episodios de caída brusca inducidos por estímulos inesperados. 
Las pruebas genéticas efectuadas a la paciente permitieron identificar una deleción hemicigota 
de 187,06 kb en la región Xp22.12 que afecta a 21 de los 22 exones del gen RPS6KA3. Se 
desconocen los mecanismos causantes de la pérdida de tono muscular y caída repentina, 
aunque la presencia de esta manifestación en algunos de los pacientes con el SCL, incluyendo 
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Autism spectrum disorder (ASD) is characterized by deficiencies in communication skills, 
social interaction and language development, usually accompanied by restricted interests 
and/or repetitive stereotypies. The etiology of this neurodevelopmental disorder includes both 
environmental and genetic factors and, although the heritability is estimated high, a 
significant proportion of patients remains without a conclusive genetic diagnosis. 
Nevertheless, technological advances in recent years, mainly chromosomal microarray and 
next generation sequencing technologies, have revealed that high-impact rare variants -
including chromosomal abnormalities, submicroscopic copy number variants (CNVs), small 
insertions and deletions (indels) and single nucleotide variants (SNVs)- represent a substantial 
proportion of the risk of ASD. Here, we have applied a genome-wide high density SNP 
microarray in a cohort of 310 Galician patients with ASD and found 85 rare exonic CNVs that 
were classified into three groups: Clinically relevant (20/85; 23.5 %), of uncertain clinical 
significance (55/85; 64.7 %) and benign (10/85; 11.8 %). The 20 pathogenic CNVs were 
identified in 18 patients, while 8 uncertain but likely causal CNVs were detected in 8 
individuals (two of whom also carried a clinically relevant CNV), yielding a diagnostic 
capability ranged from 5.8 % to 7.7 %. Overall, we have confirmed that ASD is a genetically 
heterogeneous condition and emphasized the importance of using genome-wide high density 
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Autism spectrum disorder (ASD) is characterized by deficiencies in communication 
skills, social interaction and language development, usually accompanied by restricted 
interests and/or repetitive stereotypies. The etiology of this neurodevelopmental 
disorder includes both environmental and genetic factors and, although the 
heritability is estimated high, a significant proportion of patients remains without a 
conclusive genetic diagnosis. Nevertheless, technological advances in recent years, 
mainly chromosomal microarray and next generation sequencing technologies, have 
revealed that high-impact rare variants -including chromosomal abnormalities, 
submicroscopic copy number variants (CNVs), small insertions and deletions (indels) 
and single nucleotide variants (SNVs)- represent a substantial proportion of the risk of 
ASD. Here, we have applied a genome-wide high density SNP microarray in a cohort of 
310 Galician patients with ASD and found 85 rare exonic CNVs that were classified into 
three groups: Clinically relevant (20/85; 23.5 %), of uncertain clinical significance 
(55/85; 64.7 %) and benign (10/85; 11.8 %). The 20 pathogenic CNVs were identified 
in 18 patients, while 8 uncertain but likely causal CNVs were detected in 8 individuals 
(two of whom also carried a clinically relevant CNV), yielding a diagnostic capability 
ranged from 5.8 % to 7.7 %. Overall, we have confirmed that ASD is a genetically 
heterogeneous condition and emphasized the importance of using genome-wide high 
density SNP microarrays in the detection of its genetic causes.  
ABBREVIATIONS  
ASD: Autism Spectrum Disorder; CNVs: Copy Number Variants; indels: insertions and 
deletions; SNVs: Single Nucleotide Variants; SNP: Single Nucleotide Polymorphism; ID: 
Intellectual Disability; DD: Developmental Delay; ADHD: Attention Deficit 
Hyperactivity Disorder; MCA: Multiple Congenital Anomalies; DSM-5: Diagnostic and 
Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition; ADOS-G: Autism Diagnostic 
Observation Schedule-Generic; ADI-R: Autism Diagnostic Interview-Revised (ADI-R), 
Leiter-R: Leiter International Performance Scale-Revised;  PPVT-III: Peabody Picture 
Vocabulary Test–III; K-SADS-PL: Kiddie-SADS (Schedule for Affective Disorders and 
Schizophrenia for School-Age Children)-Present and Lifetime; FISH: Fluorescence In 
Vitro Hybridization; MRI: Magnetic Resonance Imaging; bp: base pairs; PCR: 
Polymerase Chain Reaction; ChAS: Chromosome Analysis Suite; QC: Quality Control; 
MAPD: Median Absolute Pairwise Difference; IBD: Identical-By-Descent; PCA: Principal 
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Online Mendelian Inheritance in Man; DECIPHER: Database of Chromosomal Imbalance 
and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; ISCA: International Standards for 
Cytogenomic Arrays Consortium; NAHR: Non Allelic Homologous Recombination; LCRs: 





Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by 
impairments in communication skills, social interaction and language development 
and the presence of restricted interests and/or repetitive stereotyped behaviors (APA 
2000; APA 2013). The ASD prevalence is approximately 0.6-1.5 % (Elsabbagh et al. 
2012; APA 2013; Christensen et al. 2016) and it affects 3-4.5 times more males than 
females (Gillberg et al. 2006; Betancur 2011; Miles 2011; Christensen et al. 2016). 
Family and twin studies have provided strong evidence that genetic factors play a key 
role in the etiology of ASD (Ozonoff et al. 2011; Ronald and Hoekstra 2011), with 
estimates of heritability in the range of 40-80 % (Geschwind 2011; Hallmayer et al. 
2011).  
Although the basis of this heritability remains largely unexplained, recent genomic 
studies have revealed that a substantial proportion of ASD risk resides in rare variants 
of moderate-to-large effect, ranging from chromosomal abnormalities and 
submicroscopic copy number variants (CNVs) (Sebat et al. 2007; Marshall et al. 2008; 
Glessner et al. 2009; Itsara et al. 2010; Pinto et al. 2010; Bremer et al. 2011; Levy et 
al. 2011; Sanders et al. 2011; Prasad et al. 2012; Girirajan et al. 2013a; Girirajan et al. 
2013b; Krumm et al. 2013; Matsunami et al. 2013; Menashe et al. 2013; Poultney et 
al. 2013; Walker and Scherer 2013; Pinto et al. 2014; Krumm et al. 2015; Sanders et 
al. 2015; Yuen et al. 2015) to small insertions and deletions (indels) and single 
nucleotide variants (SNVs) (Awadalla et al. 2010; O'Roak et al. 2011; Buxbaum et al. 
2012; Chahrour et al. 2012; Iossifov et al. 2012; Michaelson et al. 2012; Nava et al. 
2012; Neale et al. 2012; O'Roak et al. 2012a; O'Roak et al. 2012b; Sanders et al. 2012; 
Jiang et al. 2013; Lim et al. 2013; Shi et al. 2013; Toma et al. 2013; Yu et al. 2013; 
De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014; Krumm et al. 2015; Sanders et al. 2015; 
Yuen et al. 2015). Together, these studies have mainly yielded non-overlapping genes, 
evidencing the high genetic heterogeneity of this disorder, in line with predictions 
that there might be approximately 1,000 loci implicated in ASD (Buxbaum et al. 2012) 
and that the risk variants identified so far only represent a small proportion of the 
overall estimated heritability.  
The clinical interpretation of CNV findings is not always straightforward (Hehir-Kwa et 
al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013), being hampered by the fact that some of the 
ASD loci are characterized by incomplete penetrance and variable expressivity 
(Malhotra and Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013) and the possibility 
of concurrence of multiple genetic variants within a single genome (Girirajan et al. 
2010). Here, we evaluate the utility of a genome-wide high density SNP microarray in 
the detection of clinically relevant CNVs in DNA samples from 334 patients with a 
diagnosis of ASD from Galicia (NW Spain). 
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MATERIALS AND METHODS 
1. Patients and clinical assessment 
A total of 334 Galician (NW Spain) patients were referred to the Fundación Pública 
Galega de Medicina Xenómica (Santiago de Compostela, Spain) for genetic study by 
means of genome-wide SNP arrays. All participants had a clinical diagnosis of ASD 
with or without additional medical manifestations (mainly, intellectual disability 
(ID)/developmental delay (DD), attention deficit hyperactivity disorder (ADHD), 
multiple congenital anomalies (MCA) and/or dysmorphic features). The age at 
assessment ranged from 3 to 18 years and the male-to-female gender ratio was 3.7:1 
(263 males and 71 females). The ASD, ID/DD and ADHD diagnoses were based on the 
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth Edition (DSM-5). Patients 
underwent a clinical and neurocognitive assessment, which included the Autism 
Diagnostic Observation Schedule-Generic (ADOS-G), the Autism Diagnostic Interview-
Revised (ADI-R), the Leiter International Performance Scale-revised (Leiter-R), the 
Peabody Picture Vocabulary Test–III (PPVT-III) and/or a psychiatric evaluation using 
the semi-structured diagnostic interview Kiddie-SADS (Schedule for Affective Disorders 
and Schizophrenia for School-Age Children)-Present and Lifetime (K-SADS-PL). 
Exclusion criteria were: (1) Patients with a non-genetic etiological diagnosis, (2) 
patients with a clinically recognizable syndrome, or (3) patients positive for 
conventional cytogenetics (karyotyping and/or FISH) and/or Fragile X syndrome.  
Clinical data was provided by the referring physician and included a medical history 
(i.e. anamnesis, personal and family histories and physical examination) and basic 
complementary tests including haemogram test, conventional biochemical profile, 
thyroid hormone profile (FT3, FT4 and TSH), brain MRI,  abdominal ultrasound, bone 
scan, cardiac examination, hearing test and ophthalmological examination.  
The parents or legal representatives gave their written informed consent and the study 
was approved by the local ethical committee (Comité Ético de Investigación Clínica de 
Galicia;  2012/098). 
2. Microarray-based copy number variation analysis and quality control 
Genomic DNA was obtained from peripheral blood and isolated using Chemagic DNA 
Blood100 kit, following the manufacturer´s user manual (Chemagic DNA Blood100 kit 
protocol) (PerkinElmer Chemagen Technologies GmbH, Germany). 
DNA samples were then genotyped using the CytoScan High-Density SNP array 
following strictly the manufacturer’s instructions (Affymetrix CytoScan™ Assay User 
Manual) (Affymetrix, Santa Clara, CA, US). This array has a genome-wide design with a 
coverage of approximately 2.7 million markers for the detection of chromosomal 




with the digestion of 250 ng of total genomic DNA with the Nsp I restriction enzyme 
to generate fragments of 200 to 1,100 base pairs (bp). These fragments were then 
ligated to a Nsp I adaptor, amplified through PCR, purified using para-magnetic beads 
and fragmented to less than 200 bp using the DNAse I enzyme. Fragmented DNA was 
end-labeled and hybridized to the CytoScan High-Density SNP cartridge. The samples 
were finally washed, stained and scanned -steps controlled by the Affymetrix GeneChip 
Command Console software, version 4.1.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA)- and 
image files were automatically processed for allele calling and quality control 
assessment.  
Chromosomal microarray-based analysis was performed using the Chromosome Analysis 
Suite (ChAS) software, version 1.2.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) and genomic 
imbalances were annotated based on the GRCh37/hg19 Genome Build (Feb 2009). The 
main quality control (QC) parameters were the Median Absolute Pairwise Difference 
(MAPD) and SNP-QC scores for copy number and SNP probes, respectively. Samples 
with MAPD >0.25 and SNP-QC <15 were excluded from the analysis. Samples were also 
checked for duplicates and relatives with an IBD (Identical-By-Descent) analysis using 
Plink (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) (Purcell et al. 2007). Those pairs 
showing an IBD value >0.185 were evaluated (Anderson et al. 2010) and only one 
individual from each pair was retained. In addition, outliers were identified by 
Principal Component Analysis (PCA) and samples whose PC loadings were more than 
six standard deviations away from the mean of PC1 or PC2 were discarded (Price et al. 
2006). Finally, samples that passed QC metrics but showed chromosomal abnormalities 
longer than > 7.5 Mb or long runs of homozygosity and patients with phenotypically 
recognizable syndromes were excluded from the main analyses. A cutoff of >7.5 Mb 
was selected to be consistent with large cytogenetically visible chromosome 
abnormalities as recommended by (Pinto et al. 2014). 
For patients with abnormal microarray findings, parental testing was undertaken, 
when possible, in order to determine the origin of the deletion and/or duplication. For 
this purpose, chromosomal microarray analysis (using the Affymetrix CytoScan 750K 
SNP array and following the manufacturer´s recommendations) and/or standard 
karyotyping or FISH (in cases where a parental balanced translocation/inversion was a 
potential underlying explanation for the patient´s genotype) were performed.  
After sample filtering, all CNVs went through further QC filtering. Firstly, adjacent 
chromosomal aberrations in the same sample were merged into one single CNV when 
the gap between them was less than 50% of their combined length. Second, CNVs 
were then excluded if: (1) they were detected with a mean probe density (the length 
of the segment divided by the number of markers within the segment) greater than 
2.5 kb, (2) were covered by less than 140 and 60 markers for copy number gains and 
losses, respectively (values obtained from the 90th percentile of the distribution of 
gains and losses, observed in a preliminary analysis of this study after excluding those 
CNVs with a mean marker distance higher than 2.5 kb), (3) were less than 100 kb in 
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length, or (4) were chromosome Y-CNVs. These quality settings exceeded the standard 
thresholds recommended by Affymetrix and were also more conservative than those 
previously established in the literature after experimental validation (Uddin et al. 
2015). Finally, the remaining high quality CNVs were merged together and non-exonic 
CNVs were filtered out using an in-house developed program (ExonReducer3). 
3. CNV classification criteria 
To assess the clinical relevance for a particular CNV, we first classified exonic CNVs 
previously associated with neurodevelopmental phenotypes and schizophrenia (SCZ) 
from the list of CNV regions analyzed by Kirov et al. 2013. As these authors 
previously defined, a CNV was called as covering a CNV locus if it spanned >50 % of 
the region commonly accepted for that CNV. In the case of loci that include only 
single genes, CNVs that intersected at least one exon of the gene in question were 
accepted for evaluation (Kirov et al. 2013). Second, we used an in-house developed 
program to filter out copy number polymorphisms; i. e., CNVs present in > 1 % of our 
patient data and in > 1 % of 641 healthy controls of European ancestry genotyped 
with the same microarray platform (provided by Affymetrix), as well as those CNVs 
considered as common variation in the Database of Genomic Variants (DGV) 
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) were excluded for further analyses. For that 
purpose, exonic CNVs with > 50 % of overlap were considered the same aberration. 
These two sets of CNVs ("Kirov CNVs" and CNVs at frequency < 1 %) were merged 
together for classification and later referred to as "rare exonic CNVs". 
Several curated clinical and genomic databases, such as OMIM (Online Mendelian 
Inheritance in Man; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/), DECIPHER (DatabasE of 
genomiC varIation and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; 
https://decipher.sanger.ac.uk/), ISCA (International Standards for Cytogenomic Arrays 
Consortium) database (http://dbsearch.clinicalgenome.org/search/), Clinical Genomic 
Database (http://research.nhgri.nih.gov/CGD/search/), ClinVar 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), and ClinGen Dosage Sensitivity Map 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbvar/clingen/), as well as published 
literature (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) were then used to group these rare 
exonic CNVs into the following classes: (1) Clinically relevant, if they were previously 
reported as a risk factor or causal for ASD or any other neurodevelopmental or 
psychiatric disorder or if a clinical impact on the phenotype could be definitively 
established, based on their type (gain or loss), size (those aberrations larger than 3 
Mb were all considered as clinically significant (Kearney et al. 2011)), location, gene 
content and/or inheritance pattern; (2) of uncertain clinical significance if, at the 
time of reporting, it was not possible to unambiguously determine their effect on the 
phenotype and (3) benign, if they only covered non-coding RNAs, were gene-poor 
(maximum of 2) with no evidence of association with the phenotype for any of the 
genes within the aberration and/or were well-documented as a benign variant in 




uncertain clinical significance were subclassified as: (A) likely pathogenic if: (1) there 
was evidence in the literature of patients with similar genotype and phenotype, but 
this was not conclusive to be considered definitely pathogenic; (2) there were 
multiple examples of equivalent CNVs mostly considered probably causal in patient 
repositories (e. g., ISCA or  DECIPHER); (3) they were deletions encompassing 
candidate genes for autosomal dominant forms of ASD/ID and/or (4) they partially 
overlapped with a known genomic syndrome and included relevant gene/s for the 
phenotype; (B) non subclassified, a broad category including those rare exonic CNVs 
that did not meet the criteria to be grouped as (likely) pathogenic or (likely) benign; 
for example, unknown CNVs found in more than one patient in our internal database 
or if there was insufficient, contradictory or inconclusive information in the literature 
or curated databases and (C) likely benign, when there was no evidence of association 
with the phenotype for any of the genes within the aberration, but the number of 
genes exceeded the maximum established for benign variants. 
RESULTS 
1. Sample distribution and quality control 
From our initial cohort of 334 participants with ASD (263 males and 71 females; 
gender male-to-female ratio of 3.7), a total of 12 samples were excluded after quality 
control filtering based on MAPD and SNP-QC scores. Nine siblings and 3 patients with 
chromosomal abnormalities longer than 7.5 Mb were also discarded from CNV 
classification, resulting in a final cohort of 310 individuals (Table I).  
2. Microarray-based copy number variation analysis  
In our final cohort of 310 ASD patients, we identified 71 individuals with at least one 
rare exonic CNV, which represents 22.9 % of the total sample. The number of patients 
with CNVs and the distribution by gender are shown in Table II. 
These 71 patients carried a total of 85 rare exonic CNVs which contained a median of 
4 genes (mean of 9) and ranged in size from 103,672 to 4,964,068 bp, with a median 
size of 397,407 bp (mean of 795,707 bp). The CNV distribution by gender is also 
shown in Table II.  
3. CNV classification and clinical interpretation 
By using the classification criteria described in the "Material and Methods" section, 
the 85 rare exonic CNVs detected in our patients were classified into three groups: (1) 
Clinically relevant (20/85; 23.5 %) (Table III), (2) of uncertain clinical significance 
(55/85; 64.7 %) (Table IV) and (3) benign (10/85; 11.8 %) (Table V) (Figure I). 
Clinically relevant CNVs: The first group included 20 diagnostic CNVs (8 gains and 12 
losses) that were subclassified as: known recurrent microdeletion or microduplication 
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syndromes (Category A; 12/85 (14.1 %) CNVs; 7 gains and 5 losses), telomeric 
rearrangements (Category B; 2/85 (2.4 %) CNVs; 1 gain and 1 loss), different-sized 
non recurrent CNVs (Category C; 3/85 (3.5 %) CNVs; 3 losses) and monogenic 
aberrations affecting a gene known to be associated with ASD and/or any other 
neurodevelopmental or psychiatric disorder, such as DD/ID or SCZ (Category D; 3/85 
(3.5 %) CNVs; 3 losses) (Table III; Figure I). These 20 causal copy number events were 
found in 18/310 (5.8 %) patients (eight of whom carried two rare exonic CNVs in their 
genomes), included from 1 to genes ((median of 15; mean of 21) and their lengths 
ranged from 116,624 to 4,964,068 bp (median of 1,230,334 bp; mean of 1,642,470 
bp). 
CNVs of uncertain clinical significance: This second group included 55 CNVs (42 gains 
and 13 losses) of unknown significance, that were subclassified as: likely pathogenic 
(Category A; 8/85 (9.4 %) 8 CNVs; 7 gains and 1 loss), non subclassified (Category B; 
40/85 (47.1 %) CNVs; 28 gains and 12 losses) and likely benign (Category C; 7/85 
(8.2 %) CNVs; 7 gains) (Table IV; Figure I). These chromosomal imbalances were found 
in 50/310 (16.1 %) patients (five of whom carried 2 variants of uncertain 
significance, while 7 combined the uncertain CNV with a pathogenic (n = 6) or a 
benign (n = 1) event), encompassed from 1 to 43 genes (median of 4; mean of 5) and 
ranged in size from 103,672 to 2,966,603 bp (median of 358,846 bp; mean of 584,180 
bp). 
Benign CNVs: Finally, a total of 10/85 (11.8 %) CNVs (4 gains and 6 losses) were 
considered benign for ASD (Table V; Figure I). They were detected in 10/310 (3.2 %) 
patients and their sizes were in the range of 115,149 to 467,601 bp (median of 
175,184 bp; mean of 229,966 bp). 
4. Diagnostic yield of chromosomal microarray analysis 
 The 20 CNVs considered clinically relevant in our study were identified in 18 patients 
(13 males and 5 females), which means that our approach has a diagnostic yield of 
5.8 %. If CNVs classified as likely pathogenic could be finally considered clinically 
relevant, this diagnostic yield might reach up to 7.7 % of our patients. 
DISCUSSION 
1. Sample distribution and quality control 
Autism spectrum disorder is approximately 3 to 4 times more prevalent in males, even 
reaching a male-to-female ratio of 10:1-11:1 in presentations with normal cognitive 
abilities (Gillberg et al. 2006; Betancur 2011; Miles 2011). In keeping with this, the 




From the 310 patients with ASD genotyped in our study, 96.4 % of samples passed 
quality control and only 0.97 % (n=3) of them were excluded from the analysis for 
presenting chromosomal abnormalities longer than 7.5 Mb (Table I). No additional 
patient had to be excluded for having long runs of homozygosity or a clinically 
recognizable syndrome, an expected result taking into account our sample selection 
criteria. 
2. Microarray-based copy number variation analysis  
We found at least one rare exonic CNV in 22.9 % of our ASD patients, and although we 
obtained a higher CNV detection rate in males than in females (Table II), this 
difference was not statistically significant (P = 0.3148, Fisher's exact test). This is in 
line with a previous study on 215 patients (150 with learning disabilities and 65 with 
ASD) genotyped with oligonucleotide-arrays, in which chromosomal abnormalities 
were detected in 21 % of the sample, with no statistical difference between males and 
females (Roberts et al. 2014). Similarly, a CNV detection rate of 22.06 % (23.76 % in 
males and 19.04 % in females) was found in a cohort of 349 patients with DD/ID/ASD 
and dysmorphic features genotyped with different microarray platforms (Battaglia et 
al. 2013) and 26.1 % of 195 ASD patients of Greek origin, recently evaluated by aCGH, 
carried at least one rare CNV in their genomes (Oikonomakis et al. 2016). As shown in 
Table II, fourteen out of our 310 (4.5 %) patients carried more than one rare exonic 
chromosome rearrangement. This is comparable to the frequencies obtained from 
previous independent studies that used similar array platforms in patients with 
neurodevelopmental phenotypes, including ASD; thus, Battaglia et al. [2013 
identified two concomitant chromosome aberrations in 16 of 349 (4.6 %) samples 
(Battaglia et al. 2013) and Oikonomakis et al. [2016 found that 12 of 195 (6.1 %) 
individuals in their cohort had more than one non-polymorphic copy number event 
(Oikonomakis et al. 2016).  
The CNV detection rate was higher for gains than for losses in the total sample (63.53 
% versus 36.47 %) and in males (67.12 % versus 32.88 %) but not in females (41.67 
% versus 58.33 %) (Table II). In that sense, Battaglia et al. [2013 reported more 
deletions (n = 58) than duplications (n = 33) in their cohort and stated that both 
technical and biological factors could explain their findings (Battaglia et al. 2013). 
However, we suggest that these results must be considered with caution and 
additional factors, such as sample selection criteria, cohort size, array resolution, CNV 
detection algorithm, QC thresholds for CNV definition and/or CNV classification 
criteria, must also be considered before establishing conclusions and comparisons 
across publications. 
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3. CNV classification and clinical interpretation 
Clinically relevant CNVs (Figure I; Table III): 
Following the classification criteria described in the "Material and Methods" section, 
we could definitively infer the clinical impact of 23.5 % of the CNVs detected in our 
cohort (Figure I; Table III). 
Known recurrent genomic disorders (Figure I; Table III, Category A; 12/85 (14.1 %) 
CNVs): Eleven out of our 310 (3.5 %) patients were found to carry a known 
microdeletion or microduplication. These recurrent common-sized genomic 
rearrangements are typically mediated by non allelic homologous recombination 
(NAHR) in unstable genomic regions, frequently due to the presence of low-copy 
repeats (LCRs) or segmental duplications (SDs). They have been implicated in several 
neurodevelopmental and behavioral disorders (such as ASD, DD/ID, ADHD and MCA), 
epilepsy and/or psychiatric disorders (such as SCZ) and are also commonly 
characterized by incomplete penetrance (Malhotra and Sebat 2012; Rosenfeld et al. 
2012; Kirov et al. 2013). The underlying causes of this heterogeneity are not 
completely clear, being the multiple-hit hypothesis (Girirajan et al. 2010) a plausible 
explanation. Interestingly and in line with this model, five out of these 11 (45.4 %) 
patients carried a second CNV (See Table III, Category A). The existence of additional 
factors -genetic (indels or SNVs), epigenetic and/or environmental modifiers- might 
also explain the phenotypic variability and incomplete penetrance seen in these 
patients.  
Besides LCRs/SDs, the presence in the human genome of high-copy repeats -such as 
human endogenous retrovirus (HERV) elements- increases genomic instability, 
provides ideal substrates for NAHR events (Chen et al. 2014) and, consequently, also 
contributes to the formation of CNVs, as is the case of the recently discovered 
recurrent 3q13.2–q13.31 microdeletion (Shuvarikov et al. 2013; Campbell et al. 2014). 
This CNV has been mainly associated to cognitive disorder, motor and language delays 
and hypotonia (Molin et al. 2012; Shuvarikov et al. 2013) and has been detected in 
our Patient ASD_53 (arr[hg19] 3q13.2q13.31(112,144,081-115,514,432)x1 dn) 
((Quintela et al. 2015b); ARTÍCULO VIII). 
Telomeric rearrangements (Figure I; Table III, Category B; 2/85 (2.4 %) CNVs) were 
only detected in one (0.3 %) sample: Patient ASD_62 (arr[hg19] 
19q13.43(57,561,530-58,956,888)x3 dn,22q13.32q13.33(48,425,456-51,197,838)x1 
dn), a 16 year-old male with ASD, carried a 19qter copy number gain in combination 
with a 22qter loss. The 19q terminal aberration has a size of 1.4 Mb and encompasses 
57 genes, although none of them is listed as a morbidity gene in the OMIM database. 
The 22q13.32q13.33 terminal loss affects 2.7 Mb of DNA sequence and involves 42 
genes, two of them implicated in autosomal recessive forms of ID -i. e., ALG12 (OMIM 




CHKB (OMIM 612395), associated with congenital muscular dystrophy, mitochondrial 
structural abnormalities and ID (OMIM 602541)- and, more relevant for our patient´s 
phenotype, includes SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3; OMIM 
606230). This gene is located within the minimum critical region known to be 
responsible of the Phelan-McDermid syndrome (OMIM 606232), a genomic disorder 
mainly characterized by neonatal hypotonia, global developmental delay, absent to 
severely delayed speech, autistic behavior and minor dysmorphic features. 
Different-sized non recurrent pathogenic CNVs (Figure I; Table III, Category C; 3/85 
(3.5 %) CNVs) were detected in 3 out of 310 (0.97 %) patients. As a representative 
example of this category, the clinical description and molecular findings of Patient 
ASD_109 (arr[hg19] Xp22.31(6,446,579-8,135,644)x2 mat,6q14.1q15(83,648,997-
88,613,065)x1 not mat) have been recently published by our group (Quintela et al. 
2015a); ARTÍCULO IX). 
Monogenic exonic CNVs disrupting ASD/DD/ID/SCZ genes (Figure I; Table III, Category 
D; 3/85 (3.5 %) CNVs) were identified in 3 (0.97 %) patients. The clinical features and 
molecular findings of two of them Patient ASD_229 (arr[hg19] 
2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3, 2p16.3(50,888,428-52,549,542)x1) and 
Patient ASD_221 (arr[hg19] 2p16.3(51,027,613-51,161,647)x1), carrying deletions 
partially encompassing NRXN1 (Neurexin 1; OMIM 600565), are summarized as 
Supplemental Data of this manuscript. The clinical report of Patient ASD_60 
(arr[hg19] 7q11.22(69,914,440-70,297,558)x1 not mat), who presented an AUTS2 
(OMIM 607270) microdeletion, is also available (see Patient 2 in ARTÍCULO X). 
CNVs of uncertain clinical significance (Figure I; Table IV) and benign CNVs (Figure I; 
Table V): 
Following the classification criteria detailed in the "Material and Methods" section, we 
could not definitively infer the clinical significance of 64.7 % of the CNVs detected in 
our cohort, while the remaining 11.8 % of aberrations were considered benign (Figure 
I; Tables IV and V, respectively). The variants of uncertain clinical significance 
represented a broad group of CNVs for which, at the time of classification, was not 
possible to unequivocally determine their pathogenicity. The majority of these CNVs 
are very rare and have not yet been reported in neither control nor affected 
individuals. Therefore, our classification should not be considered as unique or 
definitive; on the contrary, as previously suggested (Palmer et al. 2013), it may 
eventually change as more patients are submitted to databases and more knowledge 
and sufficient evidences are available in the literature.  
As illustrative examples of chromosomal imbalances of yet unclear clinical relevance, 
the phenotype and molecular data of Patient ASD_300 (arr[hg19] 8p21.3(19,194,170-
21,760,673)x1) and Patient ASD_222 (arr[hg19] 17p13.3(2,534,709-2,766,781)x3 not 
mat,18q23(76,772,006-77,045,710)x3 not mat) are summarized as Supplemental Data 
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of this manuscript. Additionally, the potential pathogenicity of subtelomeric Xp22.31 
copy number gains -carried by our Patients ASD_109 (arr[hg19] Xp22.31(6,446,579-
8,135,644)x2 mat,6q14.1q15(83,648,997-88,613,065)x1 not mat) and ASD_230 
(arr[hg19] Xp22.31(6,630,120-8,135,644)x2,7p22.3(1,201,674-1,817,997)x3)- has 
also been discussed (see clinical report of Patient ASD_109 (Quintela et al. 2015a); 
ARTÍCULO IX). 
4. Diagnostic yield of chromosomal microarray analysis 
By using a genome-wide high density SNP microarray, a total of 20 causative CNVs 
were detected in 18 of our ASD patients and 8 likely pathogenic CNVs were identified 
in another 8 samples (two of them also with a clinically relevant CNV), which means 
that the diagnostic yield in this cohort ranged from 5.8 % to 7.7 %. These values were 
significantly lower than the 11.2 % (P = 0.0103, Fisher's exact test) to 13.6 % (P = 
0.0109, Fisher's exact test) obtained in our series of ID Galician patients (data not 
shown; ARTÍCULO I), also evaluated with genome-wide high density SNP platforms under 
the same CNV classification criteria. This could imply that the diagnostic capability of 
this microarray-based approach depends on the phenotype. In agreement with our 
results, Roberts et al. [2014 obtained an overall diagnostic yield of 15.34 % in their 
cohort of patients with either autism/ASD (n = 65) or DD/learning disabilities (n = 
150), while differences were observed when the usefulness of their strategy was 
evaluated by phenotype (9.2 % in ASD versus 18 % in DD/learning disabilities) 
(Roberts et al. 2014). The utility of chromosomal microarray analysis has been tested 
in previous cohorts of ASD patients and was found to be highly variable across 
publications (Bremer et al. 2011; Battaglia et al. 2013; Wisniowiecka-Kowalnik et al. 
2013; Gazzellone et al. 2014; Nava et al. 2014; Carreira et al. 2015; Oikonomakis et al. 
2016). It seems, therefore, that explanations others than phenotype and sample 
selection criteria, as cohort size, array resolution, CNV detection algorithm, QC 
parameters for CNV definition and/or CNV classification criteria, may also contribute 
to these differences. In our study, the application of very conservative QC thresholds 
and the fact that only exonic CNVs were considered for clinical interpretation may 
have led to miss some disease-associated variants. In fact, it is known that 
chromosomal aberrations involving, for example, regulatory elements within intronic 
and/or intergenic DNA sequences may be clinically relevant as well  (Spielmann and 
Klopocki 2013; Turner et al. 2016). Additionally, as previously suggested (Palmer et 
al. 2013), the interpretation of chromosomal microarray data can change over time, 
which means that the diagnostic yield might vary as long as new studies emerges and 
databases are updated. 
Although it is becoming evident that the application of high-resolution chromosomal 
microarrays in the clinics is favoring the identification of submicroscopic CNVs not 
previously detected by conventional cytogenetics, the interpretation of these genetic 
findings is not always straightforward (Hehir-Kwa et al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 




single genome. In our ASD cohort, eight of 18 (44.4 %) patients in whom a conclusive 
diagnosis could be established carried two chromosomal copy number events. 
Interestingly, one of them presented a complex rearrangement consisting in two 
known genomic disorders at chromosome 1q21.1, while 4 patients carried variants of 
uncertain significance in combination with a known genomic disorder characterized by 
incomplete penetrance and variable expressivity (i.e., 15q11.2 microdeletion, 15q11.2 
microduplication, 16p13.11 microduplication and 22q11.21 microduplication; Table 
III). These results are in agreement with previous findings on ASD cohorts (Battaglia 
et al. 2013; Nava et al. 2014; Oikonomakis et al. 2016) and support the "two-hit 
model" previously proposed for neurodevelopmental disorders (Girirajan et al. 2010). 
5. Conclusions 
Summarizing our findings, the application of a genome-wide high density SNP 
microarray in a cohort of 310 Galician patients with ASD allowed us the identification 
of 85 rare exonic CNVs -classified as clinically relevant (23.5 %), of uncertain clinical 
significance (64.70 %) and benign (11.8 %)- in 71 (22.9 %) patients. Confirming the 
utility of chromosomal microarray analysis in the clinics, the diagnostic yield in our 
cohort currently ranged from 5.8 % to 7.7 %. In addition, our results provided further 
evidence of the complexity of data interpretation, especially for genomic disorders 
characterized by incomplete penetrance and variable expressivity.  
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FIGURE AND TABLES 
Figure I: Rare exonic CNVs identified in our ASD patients. Rare exonic CNVs (n=85) 
identified in our total cohort of 310 patients with ASD. The number and percentage of 
events are in parentheses. 
Table I: Sample distribution and quality control. QC Filter 1: Patients excluded after QC 
filtering based on MAPD and SNP-QC scores. QC Filter 2: Siblings of probands. QC Filter 3: 
Patients with CNVs (Copy Number Variants) longer than 7.5 Mb: Klinefelter syndrome (XXY; 1 
patient) and XYY syndrome (2 patients). Abbreviations: QC: Quality Control; M: Male; F: 
Female. 
Table II. Summary of microarray data. Abbreviations: CNVs: Copy Number Variant; CN: Copy 
Number. M: Male; F: Female. 
Table III: Clinically relevant CNVs sorted by chromosome. (*) Age at diagnosis. (**) 
Variants of uncertain clinical significance and benign CNVs present in these patients are 
shown in grey. (***) A: Known recurrent genomic disorder; B: Telomeric rearrangement; C: 
Different-sized non recurrent pathogenic CNV and D: Monogenic exonic CNV disrupting 
ASD/DD/ID/SCZ genes. (****) OMIM genes are shown in bold. Abbreviations: y:years; NA: 
not available; F: female; M: male; ASD: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; 
ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; mat: maternally inherited; pat: paternally 
inherited; dn: de novo; bp: base pairs. 
Table IV: CNVs of uncertain clinical significance sorted by category (A: Likely pathogenic 
CNVs. B: Non-subclassified CNVs. C: Likely benign CNVs) and chromosome. (*) Age at 
diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (1) Patient with an additional benign CNV 
(shown in grey). (2) Patient with an additional clinically relevant CNV (shown in grey). (3) 
Patient with 2 variants of unknown clinical significance (second hit shown in grey if 
belongs to a different category). Abbreviations: CNVs: y:years; NA: not available; F: female; 
M: male; ASD: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; ADHD: attention deficit 
hyperactivity disorder; mat: maternally inherited; pat: paternally inherited; dn: de novo; bp: 
base pairs. 
Table V: Benign CNVs sorted by chromosome. (*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are 
shown in bold. (1) Patient with an additional variant of unknown clinical significance 
(shown in grey). Abbreviations: y:years; NA: not available; F: female; M: male; ASD: autism 





Figure I: Rare exonic CNVs identified in our ASD patients. Rare exonic CNVs (n=85) 
identified in our total cohort of 310 patients with ASD. The number and percentage of 






Table I: Sample distribution and quality control. QC Filter 1: Patients excluded after QC filtering based on MAPD and SNP-QC scores. QC Filter 
2: Siblings of probands. QC Filter 3: Patients with CNVs (Copy Number Variants) longer than 7.5 Mb: Klinefelter syndrome (XXY; 1 sample) and 
XYY syndrome (2 samples).  
 
TOTAL M F 
Initial sample 334 263 71 
QC filter 1 12 (3.6%) 8 4 
QC filter 2 9 (2.7 %) 4 5 
QC filter 3 3 (0.9 %) 3 0 
Final sample 310 248 62 
Abbreviations: QC: Quality Control; M: Male; F: Female. 
Table II. Summary of microarray data.  
 TOTAL M F 
Patients  with rare exonic CNVs 71/310 (22.9 %) 60/248 (24.2 %) 11/62 (17.8 %) 
Patients with more than 1 rare exonic CNV 14/310 (4.5 %) 13/248 (5.2 %)  1/62 (1.6 %) 
Number of rare exonic CNVs  85 73 12 
Rare exonic CN gains 54 (63.5 %) 49 (67.1 %) 5 (41.7 %) 
Rare exonic CN losses 31 (36.5 %) 24 (32.9 %) 7 (58.3 %) 





Table III: Clinically relevant CNVs sorted by chromosome.  
Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ASD_258 3y M ASD 
arr[hg19] 1q21.1(145,387,023-145,792,051)x1, 
1q21.1(146,016,526-147,382,471)x3 
A 405,028 17 genes 
A 1,365,945 11 genes (GJA5, GJA8) 
ASD_280 3y M ASD, language delay arr[hg19] 1q21.1(145,895,746-147,819,438)x3 pat A 1,923,692 14 genes (GJA5, GJA8) 
ASD_229 5y F See Supplemental Data 
arr[hg19] 2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3, 
2p16.3(50,888,428-52,549,542)x1 
- 1,434,805 11 genes (XDH, SPAST) 
D 1,661,114 NRXN1 
ASD_221 15y M See Supplemental Data arr[hg19] 2p16.3(51,027,613-51,161,647)x1 D 134,034 NRXN1 
ASD_53 9y F  See [Quintela et al. 2015b] arr[hg19] 3q13.2q13.31(112,144,081-115,514,432)x1 dn A 3,370,351 25 genes (DRD3) 
ASD_109 8y M See [Quintela et al. 2015b] 
arr[hg19] Xp22.31(6,446,579-8,135,644)x2 mat, 
6q14.1q15(83,648,997-88,613,065)x1 not mat  
- 1,689,065 VCX3A, HDHD1, STS, VCX, PNPLA4, MIR651 
C 4,964,068 31 genes 
ASD_60 8y F 
ASD, moderate-severe ID, 
severe speech and language 
disorders, hyperactivity, 
mild facial dysmorphic 
features, myopia, 
astigmatism 
arr[hg19] 7q11.22(69,914,440-70,297,558)x1 not mat D 383,118 AUTS2 
ASD_277 3y F ASD, psychomotor delay arr[hg19] 9q34.3(140,418,418-140,544,842)x1 C 126,424 
PNPLA7, MRPL41, WDR85, ZMYND19, ARRDC1, 
C9orf37, EHMT1 
ASD_321 6y M ASD arr[hg19] 13q32.1q32.3(95,682,157-99,337,636)x1 mat C 3,655,479 15 genes 
ASD_29 6y M ASD arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,282,799)x1 mat A 512,378 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ASD_174 17y M ASD arr[hg19] 15q11.2(22,770,421-23,288,350)x3 A 517,929 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
ASD_214 10y M ASD 
arr[hg19] 6p21.32p21.32(32,965,731-33,123,282)x1, 
15q11.2(22,770,421-23,282,799)x1 
- 157,551 HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DPB2 
A 512,378 
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, 
GOLGA8IP, HERC2P2 
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Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN (**) Category (***) Size (bp) Genes (****) 
ASD_250 10y M 




A 520,738 TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1, WHAMML1, GOLGA8IP, HERC2P2 
- 2,061,295 43 genes (BCR, IGLL1, SMARCB1, MIF, GGT1) 
ASD_268 5y M ASD 
arr[hg19] 8q22.3(104,435,162-104,868,213)x1 dn, 
16p13.11(15,449,696-16,544,419)x3 mat 
- 433,051 DCAF13, RIMS2 
A 1,094,723 17 genes (MYH11, ABCC6) 
ASD_281 8y F ASD arr[hg19] 17p13.3(899,199-1,974,914)x3 A / C 1,075,715 30 genes (YWHAE, RILP, PRPF8, SERPINF2) 
ASD_149 NA M ASD arr[hg19] 17p11.2(16,772,264-20,410,218)x1 A 3,637,954 
61 genes (TNFRSF13B, FLCN, RAI1, ATPAF2, 
MYO15A, ALDH3A2, AKAP10) 
ASD_244 NA M ASD, ADHD 
arr[hg19] 16q12.1(50,229,915-50,634,787)x3, 
22q11.21(18,645,073-21,465,659)x3 
- 404,872 PAPD5, ADCY7, BRD7, NKD1 
A 2,820,586 
61 genes (PRODH, DGCR2, GP1BB, TBX1, 
COMT, RTN4R, SERPIND1, SNAP29) 
ASD_62 16y M ASD 
arr[hg19] 19q13.43(57,561,530-58,956,888)x3 dn, 
22q13.32q13.33(48,425,456-51,197,838)x1 dn 
B 1,395,358 57 genes 
B 2,772,382 
42 genes (ALG12, MLC1, SCO2, TYMP, ARSA, 
SHANK3, ACR) 
(*) Age at diagnosis. (**) Variants of uncertain clinical significance and benign CNVs present in these patients are shown in grey. (***) A: 
Known recurrent genomic disorder; B: Telomeric rearrangement; C: Different-sized non recurrent pathogenic CNV and D: Monogenic exonic CNV 
disrupting ASD/DD/ID/SCZ genes. (****) OMIM genes are shown in bold. Abbreviations: y:years; NA: not available; F: female; M: male; ASD: 
autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; ADHD: attention deficit hyperactivity disorder; mat: maternally inherited; pat: paternally 




Table IV: CNVs of uncertain clinical significance sorted by category (A: Likely pathogenic CNVs. B: Non-subclassified CNVs. C: Likely benign 
CNVs) and chromosome.  
A: Likely pathogenic CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_300 7y M See Supplemental Data arr[hg19] 8p21.3(19,194,170-21,760,673)x1 2,566,503 
SH2D4A, CSGALNACT1, INTS10, LPL, 
SLC18A1, ATP6V1B2, LZTS1, 
LOC286114, GFRA2 
ASD_35 NA M ASD arr[hg19] 15q13.3(32,019,918-32,444,044)x3 424,126 CHRNA7 
ASD_222 (1) 5y M See Supplemental Data 
arr[hg19] 17p13.3(2,534,709-2,766,781)x3 not mat, 
18q23(76,772,006-77,045,710)x3 not mat 
232,072 PAFAH1B1, KIAA0664, MIR1253, RAP1GAP2 
ASD_139 9y M ASD, moderate ID arr[hg19] 22q11.22q11.23(22,997,928-23,652,512)x3 mat 654,584 
MIR650, IGLL5, RTDR1, GNAZ, RAB36, 
BCR, FBXW4P1 




43 genes (BCR, IGLL1, SMARCB1, MIF, 
UPB1, GGT1) 
ASD_289 3y M ASD arr[hg19] 22q11.22q11.23(23,187,341-23,542,711)x3 mat 355,370 IGLL5, RTDR1, GNAZ, RAB36, BCR 
ASD_109 (2) 8y M See [Quintela et al. 2015b] 
arr[hg19] Xp22.31(6,446,579-8,135,644)x2 mat, 
6q14.1q15(83,648,997-88,613,065)x1 not mat 
1,689,065 VCX3A, HDHD1, STS, VCX, PNPLA4, MIR651 
ASD_230 (3) 13y M ASD 
arr[hg19] Xp22.31(6,630,120-8,135,644)x2, 
7p22.3(1,201,674-1,817,997)x3 
1,505,524 HDHD1, STS, VCX, PNPLA4, MIR651 
B: Non-subclassified CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_37 NA M 
ASD, bilateral epicanthus, 
facial asymmetry 
arr[hg19] 1q23.1(158,489,545-158,901,127)x1 411,582 11 genes (SPTA1) 
ASD_239 3y M ASD, language delay arr[hg19] 2p24.3(15,864,183-16,358,744)x3 494,561 MYCNOS, MYCN 
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Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_229 (2) 5y F ASD See Supplemental Data 
arr[hg19] 2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3, 
2p16.3(50,888,428-52,549,542)x1 
1,434,805 11 genes (XDH, SRD5A2, SPAST) 
ASD_245 9y M ASD, behavior problems arr[hg19] 3p21.31(44,736,375-44,857,813)x1 121,438 ZNF502, ZNF501, KIAA1143, KIF15 
ASD_36 6y M ASD arr[hg19] 3p14.1(65,508,964-66,372,903)x3 863,939 MAGI1, SLC25A26 
ASD_4 8y M ASD arr[hg19] 3q23(139,176,224-139,827,742)x3 651,518 RBP2, RBP1, NMNAT3, CLSTN2 
ASD_96 9y F ASD arr[hg19] 4q34.1(174,151,473-174,510,319)x3 358,846 
GALNT7, HMGB2, SAP30, SCRG1, 
HAND2, NBLA00301 




569,885 ZNF622, FAM134B, MYO10 




arr[hg19] 5p13.1(40,873,208-41,573,104)x3 mat, 
12q21.31q21.32(85,372,865-86,846,209)x1 pat 
699,896 C7, HEATR7B2, C6, PLCXD3 
1,473,344 
TSPAN19, LRRIQ1, ALX1, RASSF9, NTS, 
MGAT4C 
ASD_264 6y M ASD, severe language delay arr[hg19] 6p22.1(27,046,945-27,401,326)x3 354,381 11 genes 
ASD_252 (3) 6y M ASD 
arr[hg19] 6p22.1(27,171,404-27,401,326)x3, 
6q27(170,168,308-170,548,295)x3 
229,922 PRSS16, POM121L2, FKSG83, ZNF204P, ZNF391 
379,987 C6orf70, NCRNA00242, C6orf208 
ASD_214 (2) 10y M ASD 
arr[hg19] 6p21.32p21.32(32,965,731-33,123,282)x1, 
15q11.2(22,770,421-23,282,799)x1 
157,551 HLA-DOA, HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DPB2 
ASD_168 13y M ASD arr[hg19] 6q27(170,168,308-170,548,295)x3 379,987 C6orf70, NCRNA00242, C6orf208 




UNCX, MICALL2, INTS1, MAFK, 
TMEM184A, PSMG3, KIAA1908, 
TFAMP1, ELFN1 
ASD_196 3y M ASD arr[hg19] 7q21.13(90,208,373-90,618,130)x1 409,757 CDK14 
ASD_268 (2) 5y M ASD 
arr[hg19] 8q22.3(104,435,162-104,868,213)x1 dn, 
16p13.11(15,449,696-16,544,419)x3 mat 
433,051 DCAF13, RIMS2 
ASD_41 13y F ASD arr[hg19] 9p24.2p24.1(3,475,137-4,613,537)x3 pat 1,138,400 RFX3, GLIS3, C9orf70, SLC1A1, C9orf68 
ASD_278 3y M ASD, macrocephaly arr[hg19] 9p24.2p24.1(4,315,100-4,798,385)x1 483,285 
SLC1A1, C9orf68, PPAPDC2, CDC37L1, 
AK3, RCL1 




Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_187 4y M ASD arr[hg19] 9q21.32q21.33(86,845,673-87,089,584)x3 243,911 SLC28A3 
ASD_165 10y F ASD arr[hg19] 10q25.1(108,613,771-108,889,758)x1 mat 275,987 SORCS1 
ASD_315 3y M ASD arr[hg19] 11q23.3(116,534,123-116,845,104)x3 no mat 310,981 
BUD13, ZNF259, APOA5, APOA4, 
APOC3, APOA1, SIK3 
ASD_260 7y M ASD arr[hg19] 11q24.2(126,462,437-126,677,614)x3 pat 215,177 KIRREL3 
ASD_71 6y M ASD arr[hg19] 10p11.21(35,493,887-35,653,529)x3 dn 159,642 CREM, CCNY 
ASD_152 10y M ASD arr[hg19] 12p12.2p12.1(21,296,706-21,567,592)x3 270,886 SLCO1B1, SLCO1A2, IAPP 
ASD_90 8y F ASD arr[hg19] 13q22.1q22.1(73,335,020-73,488,687)x1 153,667 DIS3, PIBF1 
ASD_237 3y M ASD, language delay arr[hg19] 13q22.1(73,365,159-73,468,831)x1 103,672 PIBF1 
ASD_274 8y M ASD, epilepsy arr[hg19] 14q21.2q21.3(47,114,303-47,443,671)x3 329,368 RPL10L, MDGA2 
ASD_144 8y F ASD arr[hg19] 14q21.2q21.3(47,121,024-47,445,704)x3 324,680 RPL10L, MDGA2 
ASD_160 5y M ASD arr[hg19] 16p13.13(11,521,826-12,208,326)x3 686,500 
LITAF, SNN, TXNDC11, ZC3H7A, BCAR4, 
RSL1D1, GSPT1, TNFRSF17, RUNDC2A, 
SNX29 
ASD_12 3y M ASD arr[hg19] 18p11.21(12,918,249-13,183,317)x3 265,068 SEH1L, CEP192 
ASD_111 (3) 17y M ASD 
arr[hg19] 9q34.3(137,644,038-138,163,730)x3 mat, 
18p11.21(12,918,249-13,198,053)x3 mat 
279,804 SEH1L, CEP192 
ASD_86 11y M ASD arr[hg19] 18q12.2(33,748,334-34,813,244)x3 1,064,910 
ELP2, MOCOS, FHOD3, C18orf10, 
KIAA1328 
ASD_124 6y M ASD arr[hg19] 20p11.23p11.22(19,122,047-22,088,650)x3 pat 2,966,603 13 genes (RIN2) 
ASD_89 6y M ASD arr[hg19] 20q13.13(47,886,502-48,092,011)x3 205,509 
ZNFX1, NCRNA00275, SNORD12C, 
MIR1259, SNORD12B, SNORD12, KCNB1 
ASD_20 15y M ASD arr[hg19] 22q11.21(18,916,842-19,244,002)x3 mat 327,160 11 genes (PRODH, DGCR2) 
ASD_21 10y M 
ASD, facial dysmorphic 
features 
arr[hg19] Xp22.11(22,863,472-23,062,154)x0 198,682 DDX53 
Inés Quintela García 
164 
 
C: Likely benign CNVs (sorted by chromosome) 
Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_114 18y M ASD arr[hg19] 1p36.32(3,022,449-3,412,390)x3 mat 389,941 PRDM16, MIR4251, ARHGEF16, MEGF6 
ASD_220 9y M ASD arr[hg19] 1p34.2(40,146,252-40,401,685)x3 255,433 
HPCAL4, PPIE, BMP8B, OXCT2, TRIT1, 
MYCL1 
ASD_91 14y M ASD arr[hg19] 1p34.2(42,559,558-42,771,276)x3 211,718 GUCA2B, GUCA2A, FOXJ3 
ASD_111 (3) 17y M ASD 
arr[hg19] 9q34.3(137,644,038-138,163,730)x3 mat, 
18p11.21(12,918,249-13,198,053)x3 mat 
519,692 COL5A1, FCN2, FCN1, OLFM1 
ASD_301 7y M ASD arr[hg19] 14q32.33(105,366,414-105,604,884)x3 238,470 
PLD4, AHNAK2, C14orf79, CDCA4, 
GPR132 
ASD_244 (2) NA M ASD, ADHD 
arr[hg19] 16q12.1(50,229,915-50,634,787)x3, 
22q11.21(18,645,073-21,465,659)x3 
404,872 PAPD5, ADCY7, BRD7, NKD1 
ASD_314 11y M ASD arr[hg19] 17q21.32q21.33(47,245,315-47,450,133)x3 204,818 
B4GALNT2, GNGT2, ABI3, PHOSPHO1, 
FLJ40194, ZNF652 
(*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (1) Patient with an additional benign CNV (shown in grey). (2) Patient with an 
additional clinically relevant CNV (shown in grey). (3) Patient with 2 variants of unknown clinical significance (second hit shown in grey if 
belongs to a different category). Abbreviations: CNVs: y:years; NA: not available; F: female; M: male; ASD: autism spectrum disorder; ID: 





Table V: Benign CNVs sorted by chromosome. 
Sample Age (*) Gender Phenotype ISCN Size (bp) Genes (**) 
ASD_75 9y M ASD arr[hg19] 2q23.2(150,102,302-150,294,929)x1 192,627 LYPD6 
ASD_291 NA M ASD arr[hg19] 4q13.3(72,069,407-72,184,556)x3 115,149 SLC4A4 
ASD_226 15y M ASD arr[hg19] 9p21.3p21.2(25,481,660-25,684,180)x1 202,520 TUSC1 
ASD_13 3y F ASD arr[hg19] 10q23.31(91,568,553-92,036,154)x1 467,601 LINC00865, LINC01375 
ASD_246 9y F 
ASD, facial dysmorphic 
features 
arr[hg19] 12q22(95,423,877-95,577,245)x1 153,368 NR2C1, FGD6 
ASD_110 5y M ASD arr[hg19] 13q11q12.11(19,451,382-19,595,141)x1 143,759 LOC348021 
ASD_222 (1) 5y M See Supplemental Data 
arr[hg19] 17p13.3(2,534,709-2,766,781)x3 not mat, 
18q23(76,772,006-77,045,710)x3 not mat 
273,704 ATP9B 
ASD_206 9y M ASD, mild ID, epilepsy arr[hg19] Xp22.12(19,517,225-19,674,965)x2 157,740 MAP3K15, SH3KBP1 
ASD_72 13y M ASD arr[hg19] Xq22.1(98,706,558-98,860,140)x0 153,582 LOC442459 
ASD_325 5y M ASD arr[hg19] Xq26.1(129,635,358-130,074,967)x2 439,609 ENOX2 
(*) Age at diagnosis. (**) OMIM genes are shown in bold. (1) Patient with an additional variant of unknown clinical significance (shown in 
grey). Abbreviations: y:years; NA: not available; F: female; M: male; ASD: autism spectrum disorder; ID: intellectual disability; mat: maternally 
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Patient with clinically relevant CNVs 
Patient ASD_229 arr[hg19] 2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3,2p16.3(50,888,428-
52,549,542)x1 (Figures S1a and S1b) 
Patient ASD_221 arr[hg19] 2p16.3(51,027,613-51,161,647)x1 (Figure S1b) 
Patient ASD_229 is a 5-year-old female with a clinical diagnosis of autism spectrum disorder 
(ASD). Microarray-based copy number analysis revealed two rare exonic heterozygous CNVs in 
her genome: a copy number gain of unknown clinical significance involving 11 genes (XDH, 
SRD5A2, MEMO1, DPY30, SPAST, SLC30A6, NLRC4, YIPF4, BIRC6, MIR558, and TTC27) and a 
copy number loss deleting two exons of the NRXN1 gene (MIM 600565) (Fig. S1a and S1b). 
Patient ASD_221 is a 15-year-old male with ASD (Asperger syndrome, according to previous 
versions of the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders. His family medical 
history includes a maternal uncle with psychiatric disorders and a mother with a history of 
learning difficulties, attention deficit and social interaction problems), who carried a deletion 
at chromosome 2p16.3, also involving NRXN1 (Fig. S1b). The neurexines (NRXN) are a group of 
pre-synaptic cell adhesion proteins implicated in synaptic activity, that are encoded by three 
highly conserved genes: NRXN1, NRXN2 and NRXN3. Heterozygous exonic copy number losses, 
as well as other mutations or structural variations, disrupting the NRXN1 gene have been 
found in patients with a wide spectrum of neurodevelopmental and psychiatric conditions, 
including ASD, intellectual disability (ID), abnormal behaviors, anxiety, bipolar disorder, 
depression and/or schizophrenia (Wisniowiecka-Kowalnik et al. 2010; Gregor et al. 2011; 
Soysal et al. 2011; Schaaf et al. 2012; Bena et al. 2013; Curran et al. 2013; Dabell et al. 2013; 
Imitola et al. 2014; Roberts et al. 2014; Vinas-Jornet et al. 2014; Agha et al. 2015; Lowther 
et al. 2016; Oikonomakis et al. 2016). Muscular hypotonia and epilepsy are also common 
features (Schaaf et al. 2012; Bena et al. 2013; Curran et al. 2013; Dabell et al. 2013; Lowther 
et al. 2016), while facial dysmorphism and congenital malformations were infrequently or 
inconsistently found among these patients (Schaaf et al. 2012; Dabell et al. 2013; Vinas-
Jornet et al. 2014; Lowther et al. 2016). Besides the evident clinical heterogeneity, the 
identification of NRXN1 deletions in control population and in mildly affected or 
asymptomatic carrier parents and siblings (Schaaf et al. 2012; Bena et al. 2013; Curran et al. 
2013; Dabell et al. 2013; Vinas-Jornet et al. 2014; Lowther et al. 2016) suggests incomplete 
penetrance, which may be explained by the action of genetic, environmental, and/or 
stochastic factors. In that sense, a subset of patients with NRXN1 deletions in the literature 
was found to carry additional pathogenic or uncertain CNVs (Soysal et al. 2011; Bena et al. 
2013; Curran et al. 2013; Dabell et al. 2013; Vinas-Jornet et al. 2014; Lowther et al. 2016), as 
is the case of our Patient ASD_229, who also presented a copy number gain at chromosome 
2p23.1p22.3 (Fig S1a). The clinical significance of this second variant is unclear, but it may act 
as a potential phenotype modifier, as suggested by the multiple-hit model of 
neurodevelopmental disorders (Girirajan et al. 2010). Additionally, and reinforcing the recent 
hypothesis that supports a higher penetrance of 5´ NRXN1 losses over  3´ NRXN1 losses 
(Lowther et al. 2016), the aberrations identified in our study affected the 5´ end of the gene. 
According to Lowther et al. 2016, a plausible explanation may be the action of the non-
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coding mRNA AK127244, located upstream of the NRXN1 gene and found deleted in patients 
with neurodevelopmental (borderline ID, ASD) and psychiatric disorders (early-onset 
schizophrenia) (Walker and Scherer 2013; Duong et al. 2015), as is the case of our sample 
ASD_229. In summary, the findings in our two patients further support the role of NRXN1 
haploinsufficiency in ASD, highlight the fact that the concomitant presence of multiple 
variants in a genome may act modifying phenotypic expression and support the hypothesis of 
the relevance of 5´ exons of this gene and AK127244 in neurodevelopment. 
Patients with likely pathogenic CNVs 
Patient ASD_300 arr[hg19] 8p21.3(19,194,170-21,760,673)x1 (Figure S2) 
Patient ASD_300 is a 7-year-old male with a clinical diagnosis of ASD, who presented a 2.6 Mb 
copy number loss at chromosome 8p21.3, encompassing the following genes: SH2D4A, 
CSGALNACT1, INTS10, LPL, SLC18A1, ATP6V1B2, LZTS1, LOC286114 and GFRA2 (Fig S2). Several 
lines of evidence prompted us to considered this CNV as likely pathogenic. First, the 
expression pattern of Lzts1 (leucine zipper, putative tumor suppressor 1) in mouse and 
chicken embryos suggested a role in neuronal development, with potential functions in cell 
cycle regulation, axon growth or guidance, and/or neuronal migration (Kropp and Wilson 
2012). Second, a recurrent de novo missense single nucleotide variant (SNV) in ATP6V1B2 
(ATPase, H+ transporting, lysosomal, 56/58-KD, V1 subunit B, isoform 2; OMIM 606939) was 
recently found in patients with Zimmermann-Laband 2 syndrome (Kortum et al. 2015), a 
developmental disorder presented with a variable phenotype, mainly characterized by ID, 
facial dysmorphism, hypoplasia or aplasia of nails and terminal phalanges, and hypertrichosis 
(OMIM 616455). Third, several linkage analysis and case-control association studies have 
implicated SLC18A1 (solute carrier family 18 member A1) -encoding one of the transporters 
responsible of the presynaptic vesicular packaging of monoamine neurotransmitters 
(Wimalasena 2011)- in a wide range of psychiatric disorders, such as schizophrenia, bipolar 
disorder, anorexia nervosa or obsessive compulsive disorder (OCD) (Bly 2005; Chen et al. 2007; 
Lohoff et al. 2008; Tabares-Seisdedos and Rubenstein 2009; Lohoff 2010; Mas et al. 2013). 
Additionally, Ortiz et al. (2015) found a significant association between the concentration of 
glutamatergic compounds in the anterior cingulate cortex and the polymorphism rs6586896, 
located within the SLC18A1 gene, in pediatric patients with OCD (Ortiz et al. 2015). Although 
we considered the deletion detected in our patient as likely pathogenic on the basis of its 
length, gene content and these findings in the literature, further studies and clinical 
descriptions are needed to definitively associate this genetic variant with our patient´s 
phenotype. 
Patient ASD_222 arr[hg19] 17p13.3(2,534,709-2,766,781)x3 not mat,18q23(76,772,006-
77,045,710)x3 not mat (Figure S3) 
Patient ASD_222 is a 5-year-old male with a clinical diagnosis of ASD who presented two rare 
exonic heterozygous CNVs in his genome: a 232.1 kb copy number gain at chromosome 
17p13.3, with distal and proximal breakpoints disrupting PAFAH1B1 and RAP1GAP2, 
respectively (Fig. S3) and a 273.7 kb gain affecting the ATP9B gene. Haploinsufficiency of 
PAFAH1B1 (also known as LIS1; platelet-activating factor acetylhydrolase, isoform 1b, alpha 




condition manifested as part of the Miller-Dieker syndrome (MDS), with severe to profound ID, 
or as isolated lissencephaly, depending on the deletion size and the gene content (Mei et al. 
2008; Haverfield et al. 2009; Bruno et al. 2010). Microduplications in PAFAH1B1 have also 
been described in patients with a broad spectrum of clinical manifestations, including mild to 
severe developmental delay and/or ID, autism, behavior problems, hypotonia, and facial 
dysmorphism. These chromosomal alterations are non recurrent and variable in size and, in 
consequence, can affect multiple genes (Bi et al. 2009; Roos et al. 2009; Bruno et al. 2010; 
Hyon et al. 2011; Classen et al. 2013); nevertheless, duplications including only the 
PAFAH1B1 gene (Bi et al. 2009; Faletra et al. 2011) and intragenic copy number gains within 
this gene (Mei et al. 2008; Haverfield et al. 2009; Lockrow et al. 2012; Takahashi et al. 2015) 
have also been identified. Our patient presents ASD, a phenotypic manifestation described 
both in patients with multigenic duplications including PAFAH1B1 (Bi et al. 2009; Bruno et 
al. 2010), and in the patient studied by Faletra et al. (2011), a 6 year-old female with ASD, 
ID, expressive language delay and facial dysmorphism and a monogenic PAFAH1B1 
microduplication (Faletra et al. 2011). These findings suggest that the 17p13.3 copy number 
gain detected in our patient could be clinically relevant due to the PAFAH1B1 disruption. 
However, additional factors, such as a potential contribution of the RAP1GAP2 gene 
(disrupted at the proximal breakpoint of the 17p13.3 gain) and/or the 18q23 CNV (considered 






Figure S1a. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_229 [hg19. 
Figure S1b. Microarray-based copy number variation analysis in Patients ASD_229 and 
ASD_221 [hg19. 
Figure S2. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_300 [hg19. 






Figure S1a. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_229 [hg19. 
 
Figure S1a. Microarray-based copy number variation analysis in Patients ASD_229, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and 
visualized using the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 1.4 Mb copy number gain at chromosome 2p23.1p22.3 and the 1.7 
deletion at chromosome 2p16.3, both detected in Patient ASD_229 (arr[hg19] 2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3,2p16.3(50,888,428-52,549,542)x1). 
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Figure S1b. Microarray-based copy number variation analysis in Patients ASD_229 and ASD_221 [hg19. 
 
Figure S1b. Microarray-based copy number variation analysis in Patients ASD_229 and ASD_221, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array 
and visualized using the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 2p16.3 region showing the SNP array results in Patients 
ASD_229 (arr[hg19] 2p23.1p22.3(31,565,860-33,000,665)x3,2p16.3(50,888,428-52,549,542)x1) and ASD_221 (arr[hg19] 2p16.3(51,027,613-








Figure S2. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_300, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized 
using the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 2.6 Mb copy number loss at chromosome 8p21.3 (arr[hg19] 
8p21.3(19,194,170-21,760,673)x1) in Patient ASD_300 and the deleted genes, as plotted in the UCSC Genome Browser hg 19. 
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Figure S3. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_222 [hg19. 
 
Figure S3. Microarray-based copy number variation analysis in Patient ASD_222, performed with the Affymetrix CytoScan High Density array and visualized 
using the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. Image of the 232.1 kb copy number gain at chromosome 17p13.3 in Patient ASD_222 
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In recent years, the advent of comparative genomic hybridization (CGH) and single 
nucleotide polymorphism (SNP) arrays and its use as a first genetic test for the diagnosis of 
patients with neurodevelopmental phenotypes has allowed the identification of novel 
submicroscopic chromosomal abnormalities (namely, copy number variants or CNVs), 
imperceptible by conventional cytogenetic techniques. The 3q13.31 microdeletion syndrome 
(OMIM #615433) has been defined as a genomic disorder mainly characterized by 
developmental delay, postnatal overgrowth, hypotonia, genital abnormalities in males, and 
characteristic craniofacial features. Although the 3q13.31 CNVs are variable in size, a 3.4 Mb 
recurrently altered region at 3q13.2–q13.31 has been recently described and non-allelic 
homologous recombination (NAHR) mediated by flanking human endogenous retrovirus 
(HERV-H) elements has been suggested as the mechanism of deletion formation. We expand 
the phenotypic spectrum associated with this recurrent deletion performing the clinical 
description of a 9-year-old female patient with autistic disorder, total absence of language, 
intellectual disability, anxiety disorder and disruptive, and compulsive eating behaviors. The 
array-based molecular karyotyping allowed the identification of a de novo recurrent 3q13.2-
q13.31 deletion encompassing 25 genes. In addition, we compare her clinical phenotype with 
previous reports of patients with neurodevelopmental and behavioral disorders and proximal 
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We report on a male patient with severe autistic disorder, lack of oral language, and 
dysmorphic features who carries a rare interstitial microdeletion of 4.96 Mb at chromosome 
6q14.1-q15. The patient also harbors a maternally inherited copy number gain of 1.69 Mb at 
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The autism susceptibility candidate 2 (AUTS2) gene has been found to be disrupted in patients 
with a phenotypic spectrum mainly characterized by intellectual disability or developmental 
delay, autism spectrum disorder or autistic features, attention deficit hyperactivity disorder 
and/or sound sensitivity, as well as microcephaly, feeding difficulties and low birth weight, 
hypotonia and/or epilepsy. These clinical manifestations present a high interindividual 
variability, with a strong correlation between the severity of the phenotype and the position of 
the chromosomal aberration within the gene. The precise function of AUTS2 is largely 
unknown but it is becoming evident that it is a tightly regulated gene with an important role in 
neurodevelopment. This report describes and compares the phenotypes of two females 
patients with exonic deletions in AUTS2, who exhibit contrasting neurocognitive, behavioral 
and clinical profiles. A systematic review of the main genetic and clinical features of the 
clinical reports previously documented in the literature is also performed. Our findings, along 
with previous data, demonstrate the complexity of interpreting genomic data and the difficulty 
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The autism susceptibility candidate 2 (AUTS2) gene has been found to be disrupted in 
patients with a phenotypic spectrum mainly characterized by intellectual disability or 
developmental delay, autism spectrum disorder or autistic features, attention deficit 
hyperactivity disorder and/or sound sensitivity, as well as microcephaly, feeding 
difficulties and low birth weight, hypotonia and/or epilepsy. These clinical 
manifestations present a high interindividual variability, with a strong correlation 
between the severity of the phenotype and the position of the chromosomal 
aberration within the gene. The precise function of AUTS2 is largely unknown but it is 
becoming evident that it is a tightly regulated gene with an important role in 
neurodevelopment. This report describes and compares the phenotypes of two females 
patients with exonic deletions in AUTS2, who exhibit contrasting neurocognitive, 
behavioral and clinical profiles. A systematic review of the main genetic and clinical 
features of the clinical reports previously documented in the literature is also 
performed. Our findings, along with previous data, demonstrate the complexity of 
interpreting genomic data and the difficulty of genetic counseling and patient 
management. 
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- II: Vineland Adaptive Behavior Scales - II; BDI: Battelle Developmental Inventory; 
PPVT - III: Peabody Picture Vocabulary Test - III; ADOS - G: Autism Diagnostic 
Observation Schedule - Generic; ADI- R: Autism Diagnostic Interview - Revised; Tbr1 or 
TBR1: T-box, brain, 1; Mecp2 or MECP2: methyl CpG binding protein 2; Satb2 or SATB2: 
SATB homeobox 2; Zmat3 or ZMAT3: zinc finger matrin-type 3;  Wig1 or WIG1: 
wildtype p53-induced gene; Gtf2ird1 or GTF2IRD1: GTF2I repeat domain-containing 1; 
SEMA5A: semaphorin 5A; ChIP-seq: chromatin immunoprecipitation followed by 





The AUTS2 (OMIM *607270; autism susceptibility candidate 2) gene maps to 
chromosome 7q11.22, has a size of 1.2 Mb and 19 exons (Sultana et al. 2002) and is 
mainly expressed in the brain (Oksenberg and Ahituv 2013). This gene is affected by 
rare structural variants (chromosomal translocations and inversions and copy number 
variants or CNVs) in patients with neurodevelopmental disorders (such as intellectual 
disability (ID)/developmental delay (DD), language and speech impairments (de la 
Barra et al. 1986; Sultana et al. 2002; Kalscheuer et al. 2007; Bakkaloglu et al. 2008; 
Ben-David et al. 2011; Girirajan et al. 2011; Nagamani et al. 2012; Beunders et al. 
2013; Jolley et al. 2013; Tropeano et al. 2013; Amarillo et al. 2014; Beunders et al. 
2014; Fan et al. 2015; Liu et al. 2015; Schneider et al. 2015), autism spectrum 
disorder (ASD)/autistic features (de la Barra et al. 1986; Sultana et al. 2002; 
Bakkaloglu et al. 2008; Glessner et al. 2009; Huang et al. 2010; Ben-David et al. 2011; 
Girirajan et al. 2011; Nagamani et al. 2012; Talkowski et al. 2012; Beunders et al. 
2013; Beunders et al. 2014; Fan et al. 2015; Liu et al. 2015; Schneider et al. 2015) 
and attention deficit hyperactivity disorder (ADHD)/hyperactivity (Elia et al. 2010; 
Williams et al. 2010; Beunders et al. 2013; Beunders et al. 2014; Fan et al. 2015; Liu 
et al. 2015; Schneider et al. 2015)) and neurological problems (including epilepsy (de 
la Barra et al. 1986; Sultana et al. 2002; Kalscheuer et al. 2007; Mefford et al. 2010; 
Ben-David et al. 2011; Girirajan et al. 2011; Fan et al. 2015)). In addition, AUTS2 has 
been proposed as a susceptibility gene for psychiatric disorders, such as schizophrenia 
(McCarthy et al. 2014; Zhang et al. 2014). 
Here, we report on two female patients with non-overlapping exonic deletions in the 
AUTS2 gene and describe and compare their neurocognitive, behavioral and clinical 
profiles. We also perform a systematic review of the main genetic findings and clinical 
features of previous reports of patients with AUTS2 variations documented in the 
literature and compare them with those of our patients.  
MATERIALS AND METHODS 
DNA samples from both the patients and their parents were obtained from peripheral 
blood and genotyped with the Affymetrix CytoScan High-Density SNP array (Patients 1 
and 2) and the Affymetrix CytoScan 750K SNP array (parents of Patient 1 and mother 
of Patient 2. The father´s DNA was not available for Patient 2). Microarray-based copy 
number analysis was performed using the Chromosome Analysis Suite software version 
1.2.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA) and the results were presented on the human 
genome assembly hg19.  






Patient 1 is a 12-year-old female of European descent. She is the only child of healthy 
and non-consanguineous parents, born at full term, after an uncomplicated pregnancy 
and delivery (birth weight of 2,850 g).  
Developmental History. With respect to her early developmental history, she was 
described as displaying hypersensitivity to certain sounds (noise, loud screams) and 
some feeding problems. After the age of 3 years, she was referred to the Pediatric 
Neurology Service because of significant developmental delay, particularly in the 
perceptual-manipulative and motor domains. Over the time, these difficulties were 
generalized to language, attention, memory and reasoning abilities. She started to 
receive educational support and speech therapy as extra-school activities at the age of 
6 years. Two years later, she was diagnosed with mild ID and epilepsy of unknown 
etiology for which she receives chronic medication (Depakine, 200 mg). She also has 
regular episodes of oppressive biparietal headaches accompanied by photo and sound 
phobia, receiving medication with good therapeutic response. Magnetic resonance 
imaging (MRI) examination showed a pineal cyst of doubtful clinical significance. 
Neurocognitive and Behavioral Phenotypes. The Wechsler Intelligence Scale for 
Children -  IV (WISC - IV, Wechsler, 2005) was used to assess her general intellectual 
functioning. We observed that her Full Scale Intelligence Quotient (FSIQ) scored 
within the mild intellectual impairment interval (FSIQ = 58), displaying a relatively 
homogeneous performance among the various sub-scales. Nevertheless, an increased 
better performance in the processing speed index was observed (verbal comprehension 
index of 70, perceptual reasoning index of 66, working memory index of 64 and 
processing speed index of 76). 
For assessing behavioral and emotional functioning, an extensive psychiatric interview 
was carried out by a trained child psychiatrist who diagnosed an ADHD-combined type 
with prominence of impulsivity symptoms. Additionally, the Child Behavior Checklist 
(CBCL; Achenbach and Rescorla, 2001) showed a predominance of externalizing 
behaviors, displaying higher scores in Social problems and Aggressive behavior scales. 
Additionally, scores in the Attention scale were within a borderline interval (T = 65). 
The Social Communication Questionnaire – B (SCQ - B; Rutter et al. 2003) was applied 
in order to rule out a possible risk of ASD. Given that the total SCQ - B score was 
below the cutoff, no additional assessment for ASD was carried out. 
Finally, regarding adaptive capacities as communication, daily living skills and 
socialization, the Vineland Adaptive Behavior Scales - II (VABS - II; Sparrow et al. 




in the overall cognitive and behavioral assessment (Communication: 61; Socialization: 
68; Daily Living Skills: 62) 
Physical examination. At the age of 12 years, physical examination shows a height of 
123 cm (3rd-10th centile) and a weight of 39.5 kg (40th centile). She presents several 
mild dysmorphic features that are not shared with her parents, namely an angular 
craniofacial appearance, prominent nasal tip, anteverted nares and hypertelorism.  
Table I completes and summarizes the clinical features exhibited by Patient1. 
PATIENT 2 
Patient 2 is an 8-year-old female of European descent. She is the only child of healthy 
and non-consanguineous parents, born at full term, following an uncomplicated 
pregnancy and delivery (birth weight of 2,770 g).  
Developmental History. The first signs of developmental delay were detected when she 
was 6 months old, especially at the motor and social domains. Motor development was 
delayed and a late achievement of head control (6 months) and independent walking 
(18 months) was also described. Socially, the first signs of alarm included lack of 
crying for demanding attention, no response to her own name, poor eye contact and 
limited facial expressions. She started to use gestures and pointing when she was 4 
years and six months, when she was diagnosed of ASD. Given the extent and severity 
of autistic symptoms, she received specific early intervention programs when she was 
3 years old. Currently, she combines partial attendance to a regular elementary school 
and an intensive intervention at an ASD special education center. 
Neurocognitive and Behavioral Phenotypes. A formal assessment of the general 
intellectual functioning, receptive and expressive language, and executive functions 
using standardized instruments was not possible due to lack of expressive language 
and severity of autistic symptoms. Therefore, we will provide a description of overall 
development, adaptive skills and receptive vocabulary. 
Performance in the Battelle Developmental Inventory (BDI; Newborg et al. 1996), a 
standardized scale that assesses the level of child development in five areas - 
Personal-social, Adaptive, Motor, Communication and Cognitive skills - showed a 
significant developmental delay. Overall, the patient had an equivalent developmental 
age of 3 years and 7 months (ranging between 43 and 50 months). Lower values were 
observed in the personal-social scale (41 months) and dissociation within 
communication domain, whereas receptive language (46 months) contrasted with 
expressive language skills (were absent and therefore not measurable). Relatively 
increased receptive skills were consistent with the PPVT-III (Peabody Picture 
Vocabulary Test - III) receptive vocabulary performance (equivalent age of 5 years and 
3 months).  
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Overall, we observed that autistic symptoms were associated with moderate to severe 
ID and impairment of expressive language. Our child psychiatric interview included 
several instruments for assessing behavioral, social-emotional and communication 
skills. From that interview, we documented severe communications deficits, namely, 
no expressive oral language, few joint attention behaviors, and the use of rudimentary 
gestures and vocalizations. In the social area, she exhibited good levels of attachment 
toward familiar adults, although she had decreased activities, social withdrawal and in 
the interaction with peers no functional or symbolic play was reported. At a 
behavioral level, she exhibited stereotypical behaviors, such as flapping, tiptoe or 
sway. Results in the CBCL revealed a behavioral and social-emotional profile 
characterized by withdrawal behaviors, social and attention problems. All that scales 
were above threshold (T > 70). This profile was consistent with results obtained in the 
Autism Diagnostic Observation Schedule - Generic (ADOS - G; Lord et al. 1999) and in 
the Autism Diagnostic Interview - Revised (ADI - R; Rutter et al. 2003), that scored 
above the cutoff for ASD. The results of the ADI - R revealed that the social area was 
the most affected domain (score 25, cutoff 10), evident by the lack of socio-
emotional reciprocity and lack of interest in peer relations. In agreement, in the ADOS 
- G, the social interaction (score of 20, cutoff 12) and the communication (score of 8, 
cutoff 4) were the most affected domains.  
Finally, adaptive skills, as measured by the VABS - II were in agreement with a 
significant level of disability evaluated by the developmental and behavioral 
measures. Lower scores on the conceptual and social skills as the communication 
(standard score of 59) and socialization (standard score of 47) domains were in 
contrast with moderately lower in daily living skills (standard score of 65) that are 
more related with practical intelligence. 
Physical examination. At the age of 8 years, physical examination shows a height of 
125 cm (50th centile) and a weight of 23 kg (25 centile). She shows a slight 
shortening of the Achilles tendon and several mild dysmorphic features such as front 
narrowing, bilateral telecanthus and epicanthus with normal interpupillary distance; 
short philtrum and small mouth with an arched palate. She also has myopia with 
astigmatism. Neurological assessment shows a pattern of sensory hypersensitivity, 
particularly to auditory, olfactory and tactile stimuli.  
Table I completes and summarizes the clinical features observed in Patient2. 
MOLECULAR ANALYSIS 
Microarray-based copy number analysis in Patient 1 showed a 305.042 kbp copy 
number loss at chromosome 7q11.22 (arr 7q11.22(69,206,230-69,511,272)X1 (build 
19)) encompassing the second exon of the AUTS2 gene. A total of 349 markers with a 
median intermarker distance of 0.879 kbp covered this region. The same finding was 




kbp deletion affecting the last 14 exons of AUTS2 (arr 7q11.22(69,914,440-
70,297,558)X1 (build 19)). In this case, the deleted region was detected with 420 
markers with a median intermarker distance of 0.914 kbp. This chromosomal 
aberration was not present in her mother. The father´s sample was not available for 
genetic analysis (Fig. 1B). No additional rare exonic copy number variant (CNV) was 
detected in the patients (data not shown).  
DISCUSSION 
In this study, we present the phenotypes of two female patients with 
neurodevelopmental disorders and non-overlapping exonic deletions affecting AUTS2 
(OMIM *607270; autism susceptibility candidate 2). This gene is located upstream 
from the Williams–Beuren syndrome (OMIM *612547) critical region at chromosome 
7q11.22, spans 1.2 Mb and contains 19 exons (Sultana et al. 2002), that encode for a 
protein of 1,259 amino acids (Beunders et al. 2013). Exons 1-6 represent most of the 
length of AUTS2, since they are separated by relatively long introns; while exons 7-19 
are closely packed at the 3´ end of the gene (Oksenberg and Ahituv 2013; Oksenberg 
et al. 2013). Beunders et al. [2013 evaluated the evolutionary conservation of each 
human AUTS2 exon and found that conservation was especially high in this 3´ region. 
In human brain, they also identified a shorter 3´ mRNA variant starting in the middle 
of exon 9, predicted to encode a polypeptide of 697 amino acids and with a reading 
frame identical to that of the full-length AUTS2 transcript (Beunders et al. 2013).  
The first evidence of the involvement of the AUTS2 gene in neurodevelopmental 
disorders comes from the identification of a t(7;20) (q11.2;p11.2) translocation, 
whose breakpoint on chromosome 7 disrupted the gene sequence between exons 2-3, 
in a pair of monozygotic twins with severe ID, autism and epilepsy (de la Barra et al. 
1986; Sultana et al. 2002). Since then, (apparently) balanced rearrangements 
(including chromosomal translocations and inversions (Kalscheuer et al. 2007; 
Bakkaloglu et al. 2008; Huang et al. 2010; Beunders et al. 2013; Schneider et al. 
2015)) and copy number variants (both deletions and duplications) affecting the 
AUTS2 sequence have been described in patients with neurodevelopmental 
phenotypes. Importantly, most of the AUTS2 variants identified so far are CNVs, and it 
has been suggested that this may be due to the susceptibility of this locus to 
chromosomal breakpoints (Oksenberg and Ahituv 2013). Figure 2 is an schematic 
overview of the 7q11.22 chromosome band showing the SNP array results in our two 
patients and previously reported exonic CNVs in the AUTS2 gene identified in patients 
with neurodevelopmental disorders, while Table I summarizes the complete genetic 
findings and clinical features of all these patients. Developmental delay and 
intellectual disability have been reported in all case descriptions, varying within 
borderline to severe range. Although less prevalent, sound sensitivity, ASD/autistic 
features and ADHD/hyperactivity have also been observed as frequent clinical 
manifestations in these patients. Additionally, the phenotypic spectrum of AUTS2 
disruptions included growth and feeding problems (such as low birth weight, short 
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stature, microcephaly and feeding difficulties), neurological disorders (namely 
generalized hypotonia and epilepsy), congenital malformations and dysmorphism 
(Nagamani et al. 2012; Beunders et al. 2013; Jolley et al. 2013; Amarillo et al. 2014; 
Beunders et al. 2014; Fan et al. 2015; Liu et al. 2015) (for more details, see Table I). 
Importantly, based on their findings on 17 well-characterized patients with AUTS2 
structural variations, Beunders et al. 2013] found that individuals with exonic 
deletions affecting the 3´ part of the gene exhibited a more severe form of syndromic 
ID and their AUTS2 syndrome severity scores (expressed as the sum of all clinical 
features observed more than once in unrelated individuals) were higher than those 
observed in patients with in-frame exonic deletions in the 5´ end of AUTS2 (with a 
milder phenotype, mainly restricted to neurocognitive defects with no or mild 
dysmorphic features or were normal) (Beunders et al. 2013). 
Our Patient 1 presents an intragenic deletion affecting the second exon of AUTS2 and 
has a neurocognitive profile of mild ID. Compared with patient 1 reported by 
(Beunders et al. 2013), also with an exon 2 deletion and a diagnosis of mild ID, she 
also presents a clinical condition of ADHD-combined type, with prominence of 
impulsivity symptoms and displays several mild dysmorphic features, feeding problems 
in her first years of life, epilepsy and episodes of photo and sound phobia, apart from 
recurrent biparietal headaches. Although some of these features have been observed 
in other patients with deletions in AUTS2 (see Table I), it seems evident that there 
are substantial differences between these two patients, despite having deletions 
affecting the second exon of the gene (Beunders et al. 2013) (see Table I). On the 
other hand, the CNV was inherited from an unaffected father in both cases (Beunders 
et al. 2013) (Fig. 1 and 2 and Table I), reinforcing the idea that the same 
chromosomal aberration may lead to different phenotypes, further complicating 
genetic counseling and patient management. 
Our Patient 2 carries an exonic deletion encompassing the last 14 exons of AUTS2 
and, in agreement with the AUTS2 syndrome severity score (Beunders et al. 2013), her 
behavioral and neurocognitive phenotypes and clinical manifestations were more 
severe than those of our Patient 1 and previous reported patients with in-frame 
genomic rearrangements in the 5´ part of AUTS2 (Beunders et al. 2013). Indeed, 
although our two patients exhibit sound sensitivity and behavior problems, Patient 2 
presents an early manifestation and a severe form of ASD, with moderate to severe ID 
and complete absence of expressive language, apart from generalized hypotonia, tight 
heel cords, myopia and astigmatism, characteristics not observed in Patient 1. As 
expected, taking into consideration the specific location of the deletion and the 
severity of the phenotype in Patient 2, her unaffected mother was negative for the 
genetic test (Fig. 1 and 2 and Table I); however, we could not complete the family 
genetic analysis since the father sample was unavailable. 
In addition to the clinical reports summarized in Table I, other studies with larger 




found CNVs in the AUTS2 gene. Although not detailed clinical information was 
provided, some of these phenotypes (such as ASD, ADHD or epilepsy) were also 
present in our patients. Thus, Mefford et al. [2010] identified two unrelated patients 
exhibiting epilepsy and overlapping intragenic deletions in AUTS2 (Mefford et al. 
2010), while Ben-David et al. [2011] found a male patient with severe ID, autism and 
epilepsy carrying a rare AUTS2 duplication, inherited from his affected mother (mild 
ID) and also present in his sister, with developmental delay but without autism (Ben-
David et al. 2011). Once again, these results shown that the same genetic alteration 
may lead to different phenotypic manifestations. In a cohort of 376 individuals with 
dyslexia, Girirajan et al. [2011] also identified two patients with AUTS2 CNVs: a male 
with an approximately 84 kbp deletion transmitted from the affected paternal 
grandmother through the unaffected father and a female with a 669 kbp copy number 
gain (also including the WBSCR17 gene) inherited from her affected father. 
Additionally, they detected a 354 kbp AUTS2 copy number loss in a patient with 
idiopathic ID, pervasive developmental delay, partial epilepsy, and left 
hemihypertrophy (Girirajan et al. 2011). Also, Talkowski et al. [2012] identified 30 
patients with different phenotypes (including DD, ASD, microcephaly and epilepsy) 
and CNVs (16 losses and 14 gains) harboring AUTS2; among of which 6 encompassed 
additional genes, while 24 (13 losses and 11 gains) were AUTS2-restricted CNVs 
(Talkowski et al. 2012). Tropeano et al. [2013] found a male patient with DD and 
microcephaly and a whole-gene deletion. However, this patient carried an additional 
recurrent 16p13.11 deletion, also linked to neurodevelopmental disorders, making the 
establishment of genotype-phenotype correlations challenging (Tropeano et al. 2013). 
Finally, CNVs at the 7q11.22 locus disrupting AUTS2 were also found in cohorts of 
patients with ADHD (Elia et al. 2010; Williams et al. 2010), a clinical feature present 
in our two patients. Although AUTS2 copy number variants (both exonic and intronic) 
have also been identified in unaffected parents (as is the case of our Patient 1´s 
parent) and control population (Redon et al. 2006; Bakkaloglu et al. 2008; McCarroll 
et al. 2008; Kim et al. 2009; Conrad et al. 2010; Ju et al. 2010; Pang et al. 2010; 
Girirajan et al. 2011; Beunders et al. 2013) and it has been suggested that some 
structural rearrangements in this gene could be tolerated (Oksenberg and Ahituv 
2013), these publications along with the clinical reports summarized in Table I, 
including our own data, provide strong evidence for the involvement of AUTS2 in 
neurodevelopmental disorders.   
The AUTS2 gene is mainly expressed in the brain, although it was also found in the 
skeletal muscle and kidney, with lower expression in placenta, lung and leukocytes 
(reviewed by (Oksenberg and Ahituv 2013)). Gene expression analysis of Auts2 in the 
mouse brain, from early embryonic stages to postnatal development, shown that this 
gene was expressed in the cerebral cortex and cerebellum, and was located in the 
nuclei of neurons and some neuronal progenitors (Bedogni et al. 2010). In zebrafish, 
auts2 was found to be highly expressed in the developing brain and its suppression 
resulted in neuronal reduction and decreased body length and mobility in these 
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organisms, as well as microcephaly, micrognathia and retrognathia. These craniofacial 
characteristics are comparable with some dysmorphic features exhibited by patients 
with AUTS2 disruptions and were rescued by co-injecting either the full length human 
AUTS2 protein and the shorter C-terminal isoform (Beunders et al. 2013; Oksenberg et 
al. 2013). Thereby, it has been suggested that the last 3´ exons of the gene would be 
crucial, at least for the facial dysmorphism and these findings were concordant with 
the observation that dysmorphic features were more pronounced in individuals with 3´ 
AUTS2 deletions (Beunders et al. 2013). In this regard, it is important to note that 
our two patients present mild dysmorphic features but, importantly and in line with 
Beunders et al. 2013], the most significant differences in phenotypic severity were 
found in her neurocognitive profiles (mild ID and absence of ASD in Patient 1 versus 
moderate to severe ID, early onset and severe ASD and severe speech and language 
disorders in Patient 2) and in the presence of additional abnormalities (only in 
Patient 2, who was affected with myopia and astigmatism). 
The regulation of AUTS2 was also investigated and potential regulatory elements have 
been identified in zebrafish and mouse; some of these elements overlapped with a 
non-coding deletion associated with ASD, while others resided in regions implicated 
in human evolution. Although the precise function of this gene is largely unknown, it 
is becoming clear that AUTS2 is an important and tightly regulated gene implicated in 
neurodevelopment (Oksenberg et al. 2013). Several studies in different organisms, 
mainly performed in mice but also in human post-mortem brain, have suggested that 
AUTS2 interacts with different genes, including T-box, brain, 1 (Tbr1 or TBR1; OMIM 
*604616) (a transcription factor that has been linked to ASD), methyl CpG binding 
protein 2 (Mecp2 or MECP2; OMIM *300005) (a gene implicated in Rett syndrome and 
autism), SATB homeobox 2 (Satb2 or SATB2; OMIM *608148) (a known regulator of 
Tbr1 expression in callosal projection neurons), zinc finger matrin-type 3 (Zmat3, also 
named wildtype p53-induced gene Wig1, in human ZMAT3 or WIG1, respectively; OMIM 
*606452) (a transcription factor regulated by p53, with an important function in RNA 
protection and stabilization and involved in neurodegenerative diseases) and GTF2I 
repeat domain-containing 1 (Gtf2ird1 or GTF2IRD1; OMIM *604318) (one of the genes 
deleted in the Williams–Beuren syndrome). Additionally, AUTS2 is thought to 
participate in the notch signaling pathway (that has been implicated in neuronal 
migration) and in the regulatory pathway of semaphorin 5A (SEMA5A; OMIM *609297) 
(an autism candidate gene) (reviewed by (Oksenberg and Ahituv 2013)). Furthermore, 
chromatin immunoprecipitation followed by sequencing (ChIP-seq) experiments and 
RNA sequencing (RNA-seq) analysis performed on mouse embryonic brain shown 
evidence of association of Auts2 with promoters and distal enhancers of genes that 
are active during the development (Oksenberg et al. 2014). Gao et al. 2014] studied 
the functional implication of the AUTS2 gene as part of the Polycomb complex 
(Polycomb group proteins maintain repressive forms of chromatin, favoring adequate 
patterns of gene repression through epigenetic mechanisms) (PRC1-AUTS2) in the 




role in transcriptional activation due to the mediation of AUTS2. Moreover, specific 
deletion of Auts2 in mouse neuronal progenitor cells resulted in impaired 
neurodevelopmental phenotypes, in line with the characteristics exhibited by patients 
with AUTS2 disruptions (Gao et al. 2014). Although AUTS2 was initially considered as 
a nuclear protein (Bedogni et al. 2010), inmunohistochemical experiments suggested 
both nuclear and extranuclear localizations for the full-length protein in contrast with 
the nuclear-specific short isoform. The cytoplasmatic AUTS2 was found to be involved 
in the regulation of the cytoskeleton and neural development and in cortical neuronal 
migration and neuritogenesis in the developing brain, through Rac1-signaling 
pathway (Hori et al. 2014). Finally, behavioral analysis recently performed on Auts2-
deficient mice shown that heterozygous disruptions of Auts2 resulted in impaired 
emotional control and cognitive memory, suggesting that this gene has a critical role 
for the acquisition of neurocognitive function (Hori et al. 2015). 
In conclusion, several lines of evidence have provided support for the importance of 
AUTS2 in neurodevelopment. Particularly, we have compared here the neurocognitive 
and clinical profiles of two female patients with neurodevelopmental disorders and 
non-overlapping exonic deletions in this gene with patients carrying similar 
chromosomal aberrations previously documented in the literature. Their core 
phenotype is mainly characterized by ID/DD, ASD/autistic features, 
ADHD/hyperactivity and sound sensitivity as well as additional recurrent features, 
such as microcephaly, early feeding problems and low birth weight, hypotonia and 
epilepsy. However, and as it is reflected here, the clinical manifestations are 
extremely variable and dependent on the location of the deletion, with a strong 
correlation between a higher phenotypic severity and disruptions affecting the 3´ end 
of the gene. Moreover, it has been showed that the same AUTS2 aberration may result 
in different phenotypes, as is the case of the exon 2 deletion in our Patient 1, also 
identified in her unaffected father. These findings illustrate the complexity of 
interpreting genomic data in the clinical setting and reflect the difficulty of genetic 
counseling and patient management. 
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FIGURES AND TABLES 
Figure 1: Microarray-based copy number analysis performed with the Affymetrix 
Chromosome Analysis Suite version 1.2.2. A) Image of the paternally inherited 305.04 
kb deletion at chromosome 7q (arr 7q11.22(69,206,230-69,511,272)X1 (build 19)) in 
Patient 1. B) Image of the 383.12 kb copy number loss affecting the last 14 exons of 
AUTS2 (arr 7q11.22(69,914,440- 70,297,558)X1 (build 19)) in Patient 2, not present 
in her mother. The father´s DNA was not available for genetic analysis. C) The AUTS2 
gene, as plotted in the UCSC Genome Browser (build 19).  
Figure 2: Schematic overview of the chromosome band 7q11.22 showing: A) SNP array 
results in our patients and B) previous reports of patients with detailed phenotypic 
information in the literature and CNVs affecting at least one exon of AUTS2 and no 
more than four additional genes [Nagamani et al., 2012; Beunders et al., 2013; Jolley 
et al., 2013; Amarillo et al. 2014; Beunders et al., 2014; Fan et al. 2015; Liu et al. 
2015]. Chromosomal translocations [de la Barra et al., 1986; Kalscheuer et al., 2007; 
Huang et al., 2010; Beunders et al. 2013; Scheneider et al. 2015] and inversions 
[Bakkaloglu et al., 2008; Beunders et al. 2013] affecting the AUTS2 gene were not 
included in this scheme. The UCSC Genome LiftOver Tool was used for converting 
genome coordinates between hg18 and hg19 assemblies, where necessary. P: Patient; 
dup: duplication.  
Table I: Genotypic and phenotypic features of patients with exonic AUTS2 copy 
number variations. Summary of the genetic findings and the most relevant clinical 
features present in published patients with exonic AUTS2 copy number variations and 
in our Patients 1 and 2. Only patients with detailed clinical information were included 
[Nagamani et al., 2012; Beunders et al., 2013; Jolley et al., 2013; Amarillo et al. 
2014; Beunders et al., 2014; Fan et al. 2015; Liu et al. 2015]. Modified from 
[Beunders et al., 2013]. (*) A total of 24 individuals were found to have a deletion 
that affect at least one exon of AUTS2. Fifteen out of them (P1-P15) had detailed 
phenotypic data. A: Genotypic features: P: Patient; del: deletion; dup: duplication; bp: 
base pairs; E: exons; +: yes; -: no; dn: de novo: mat: maternal; pat: paternal; ND: not 
determined; (a) Duplication at 15q11.2 between BP1-BP2. Inherited from the 
unaffected father; (b) Maternal duplication at chromosome 2 (chr2:38,531,520-
38,948,843); (c) Inherited from an affected mother (mild ID, microcephaly); (d) 
Inherited from an unaffected father; (e) Inherited from an affected mother (borderline 
to mild ID, dysmorphic features); (f) Inherited from an affected mother (mild to 
moderate ID, dysmorphic features, skeletal anomalies). B: Phenotypic features: y: 
years; mo: months; f: female; m: male; +: feature present; -: feature not present; mi: 
mild, mod: moderate; s: severe; ?: not clear if present; NA: not available; FTT: failure 
to thrive; (g) Autistic tendencies; (h) Behavioral abnormalities; (i) Severe speech and 
language disorders; (j) Tonic-clonic seizures/movements; (k) One febrile seizure 
episode at 2 years of age; EEG normal; (l) Mild tremor; (m) White matter 
abnormalities; (n) Hyperintense signal periventricular white matter; (o) Ataxic gait; 
(p) Mild peripheral hypertonia. Stiff movements and poor coordination; (q) Mild 
scoliosis; (r) Camptodactyly; (s) Radioulnar synostosis; (t) Mild pectus carinatum; (u) 
Metopic synostosis; (v) Clinodactyly digiti; (w) Pes planus with eversion of the feet; 
(x) Pes planus. C. Dysmorphic features: P: Patient; NA: not available; +: feature 
present; -: feature not present; ?: not clear if present; (y) P1, P3 and P4 has 
dysmorphic features but not detailed information was provided apart from P3 
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(triangular facies and mid-face hypoplasia); (z) Heart shaped face, high broad 
forehead with bilateral cowlicks, soft fine hair, bilateral ptosis, large front teeth, extra 
teeth in the upper jaw, prominent and slightly posteriorly rotated ears, mild 
micrognathia, arched eyebrows, and a shawl scrotum; (za) P4 (plachiocephaly, 
brachycephaly, facial asymmetry and prominent forehead), P6 (low columella), P7 
(downslant), P8 (large hand and feet), P9 (short forehead), P13 (prominent lips), P14 




Figure 1: Microarray-based copy number analysis performed with the Affymetrix Chromosome Analysis Suite version 1.2.2 
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Table I: Genotypic and phenotypic features of patients with exonic AUTS2 copy number variations 
A. Genotypic  features 
Nagamani  





et al. (2013)  
P1-P15 (*) 
Amarillo  
et al.  
(2014) 
Beunders  
et al. (2014) Liu et al.  
(2015) 




P1 P2 P3/P4 P1 P2 P1 P2 P3 P1 P2 
Type of AUTS2  
aberration del del dup del del (15/15) del 
del  
(2 bp) 
del del del del del del del del (27/29) 
Exons deleted/ 
duplicated 





E6 E7 E6 E1 E6 E12-19 E6 E2 E6-19   
Other genes  
involved - - - - 
P13 (WBSCR17, CALN1), 
P14 (WBSCR17),  
P15 (WBSCR17, CALN1) 





- - - 
- (25/29)    
+ (4/29) 
Other rare  
exonic CNV 
- - (a) - P13(b) - ND - ND - - - - -   




mat/dn/dn (dn: 6/9) 
dn dn dn dn dn dn dn pat not mat 
dn (12/17)  
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B. Phenotypic features 
Nagamani  
et al. (2012) 
Jolley  
et al.  
(2013) 
Beunders  
et al. (2013) 
P1-P15 (*) 
Amarillo 












 P1 P2 P3/P4  P1 P2 P1 P2 P3 P1 P2 
General                               
Sex f f f/m m m/f/m/f/f/f/m/m/ 
f/f/f/f/m/f/m (9f/6m) 
f m m m m f f f f f (17/29) 
m (12/29) 
Growth and feeding                               
Low birth weight <p3 NA NA NA - P3, P6, P10, P12, P14  
(5/13; P2, P7: NA) 
NA + - - - - - - + 7/22 
Short stature <p10 - - - /NA + P3, P6-P11, P13, P15  
(9/14; P2: NA) 
- - + - + + - + - 14/27 
Microcephaly <p2 - - +/- NA P3-P11, P13, P15 (11/15) - + + - + - - - - 15/28 
Feeding difficulties NA NA NA + P5, P6, P9, P12, P13, P15  
(6/15) 
- + + - + + - + - 12/25 
Neurodevelopmental disorders                               







mod + + + + + + mi mod-s  29/29 
A/autistic behavior/ASD - - +/+ - (g) P3, P5, P9, P12, P13  
(5/15); P8: -? 
? + + + + + - - + 13/29 
Sound sensitivity NA NA NA + P14, P15  
(2/5; P2-P7, P10-P13: NA) 
NA + - - - - + + + 7/14 
Hyperactivity/ADHD NA NA NA NA P7, P14 (2/15) NA + - + + + + + + 9/23 





B. Phenotypic features 
Nagamani  
et al. (2012) Jolley  
et al.  
(2013) 
Beunders  
et al. (2013) 
P1-P15 (*) 
Amarillo  












 P1 P2 P3/P4  P1 P2 P1 P2 P3 P1 P2 
Neurological disorders 
Generalized hypotonia NA NA NA + P5, P9, P11-13, P15 (6/15) - - - - - - + - + 9/25 
Structural brain anomaly - - NA NA 
P2, P10, P12  
(3/10; P1, P4, P6, P7, P9: 
NA) 
- - - - - - + + - 5/21 
Cerebral palsy/spasticity - - -/(j) NA P2, P7, P8, P10-P15 (9/15) (j) - - - - - - - - 11/28 
Epilepsy /seizures - - -/(j) -(k) P1-P15: NA (j) - NA - + + - + - 4/13 
Other (l) P2: (m), P10: (n), P13: (o)   (p)       
Skeletal disorders                               
Kyphosis/scoliosis (q) NA NA NA 
P9, P10 (mild)  
(2/13; P2, P15: NA) NA - - - - - - - - 4/22 
Arthrogryposis/ 
shallow palmar creases 
NA NA NA NA P9 (1/14; P2: NA) NA + + - - - - - - 3/22 
Tight heel cords NA NA NA NA 
P7, P10, P12, P14, P15  
(5/7; P2, P4-P6, P8, P9, 
P11, P13: NA) 
NA - - - - - - - + 6/15 
Other (r)  (s)/- P5: (t), P11: (u), P14 (v) (w) (x)       
Congenital malformations                               
Hernia umbilicalis/ 
inguinalis 
NA NA NA NA P10, P13 (2/15) NA - - - - - - - - 2/23 
Patent foramen ovale/ 
atrial septum defect 
+ NA NA NA P4, P13, P15 (3/15) NA - - - - - - - - 3/23 
Other FTT     
Dental  
anomalies 














C. Dysmorphic features 
Nagamani  




Beunders et al.  






et al. (2014) Liu et al. 
(2015) 
Fan et al. 
(2015) This report TOTAL 
P1 P2 P3/P4 P1 P2 P1 P2 P3 P1 P2 
Highly arched eyebrows NA - NA + P5, P6, P9, P11, P13 (5/15) - - + - + + + - - 10/26 
Hypertelorism NA - NA - P6, P8, P9, P12, P13, P15 (6/15) - - - - + + + + - 10/26 
Proptosis NA - NA - P4, P6, P9, P11, P13 (5/15) - - + - + - - - - 7/26 
Short palpebral fissures NA - NA - P4-P6, P9, P15 (5/15) - - + - - + - - - 7/26 
Up slanting palpebral 
fissures 
NA - NA + P9, P15 (2/15) - - - - - + - - - 4/26 
Ptosis NA - NA + P2, P6, P9, P13 (4/15) - + + - - - - - - 7/26 
Epicanthal fold NA - NA - P5, P7, P8, P10, P11, P13 (5/15) - - - - - - + - + 7/26 
Strabismus NA - NA - P2, P3, P6, P9, P10 (5/15) - - + - - - + - - 7/26 
Prominent nasal tip NA - NA + P6, P9, P10 (3/15) - + + - - - - + - 7/26 
Anteverted nares NA - NA - P9, P10 (2/15) - - - - + + + + - 6/26 
Deep/broad nasal bridge NA - NA - P5, P7, P9, P13-15 (6/15) - + + - + + + - - 11/26 
Short/upturned philtrum NA - NA + P5, P6, P9, P13, P15 (5/14; P7: NA) - + + - - + + - + 11/25 
Micro/retrognatia NA - NA mild P6, P8, P9, P13, P15   
(5/14; P5: NA) 
- - + - + - - - - 8/25 
Low set ears NA - NA ? P6, P8, P9 (3/15) - - + - - - + - - 5/25 
Ear pit/other 
malformation NA - NA ? P10 (1/15) - - - - + + + - - 4/25 
Narrow mouth NA - NA ? P4-P7, P9, P10, P13, P15 (8/15) - - - - + - + - + 11/25 
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Los avances tecnológicos de los últimos años han permitido incrementar sustancialmente 
los conocimientos de la variación genética humana provocando la necesidad de avances 
paralelos en la interpretación y el análisis del impacto funcional y clínico de dicha variación. 
En el año 2010, el consorcio ISCA recomendó la utilización de los paneles de CGH y de 
SNPs como la primera prueba genética en pacientes con fenotipos como DI, retraso del 
desarrollo, TEA y anomalías congénitas y estableció las recomendaciones para el análisis y la 
clasificación de las CNVs detectadas mediante estas técnicas moleculares (Miller et al. 2010). 
También el American College of Medical Genetics y diversos grupos de investigación han 
publicado sus guías, recomendaciones y consideraciones para la estandarización de la 
interpretación diagnóstica de estas variantes (Buysse et al. 2009; Koolen et al. 2009; 
Stankiewicz y Lupski 2010; Vissers et al. 2010b; Kearney et al. 2011; de Leeuw et al. 2012; 
Hehir-Kwa et al. 2013; Schaefer et al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013). 
En este trabajo, hemos evaluado la utilidad de dos paneles de SNPs de alta densidad del 
genoma completo en la detección de CNVs clínicamente relevantes en un total de 959 
pacientes con trastornos del neurodesarrollo pertenecientes a dos cohortes. La primera cohorte 
está constituida por un total de 625 pacientes con RGD/DI, con/sin otras condiciones médicas, 
evaluados clínicamente en el Servicio de Neurología Pediátrica del Complejo Hospitalario 
Universitario de Santiago de Compostela y enviados a la Fundación Pública Galega de 
Medicina Xenómica (FPGMX) para su estudio genético mediante paneles de SNPs del 
genoma completo (Affymetrix Cytogenetics Whole-Genome 2.7M SNP array y Affymetrix 
CytoScan High-Density SNP array) (ARTÍCULO I). La segunda cohorte la conforman 334 
muestras de ADN de individuos con TEA, presenten o no condiciones médicas adicionales, 
incluidos en el proyecto de investigación colaborativo entre la Fundación María José Jove y la 
FPGMX: “Diagnóstico genético en niños y adolescentes con autismo, déficit de atención e 
hiperactividad (TDAH) y trastorno obsesivo compulsivo (TOC)" (Affymetrix CytoScan High-
Density SNP array) (ARTÍCULO VII).  
Un criterio principal para evaluar el impacto clínico de las CNVs consiste en distinguir 
aquellas que están catalogadas como polimorfismos en las bases de datos -públicas o internas 
del propio laboratorio- y/o en la literatura científica (en cuyo caso se considerarían 
potencialmente benignas) de aquellas variantes que son raras (con mayor probabilidad de ser 
patogénicas) (Buysse et al. 2009; Koolen et al. 2009; Miller et al. 2010; Vissers et al. 2010b; 
Kearney et al. 2011; de Leeuw et al. 2012; Hehir-Kwa et al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 
2013). 
Otro de los puntos empleados para evaluar la patogenicidad de una CNV consiste en 
determinar si se trata de un evento heredado o de novo, especialmente si la región genómica 
implicada no ha sido previamente asociada con el fenotipo en estudio. Las CNVs heredadas 
de padres fenotípicamente normales se consideran, habitualmente, menos patogénicas que 
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aquellas que se presentan de novo en el individuo afecto (Buysse et al. 2009; Koolen et al. 
2009; Miller et al. 2010), especialmente en fenotipos graves con fertilidad reducida, como la 
DI y algunas anomalías congénitas (Vulto-van Silfhout et al. 2013). Sin embargo, es necesario 
atender a esta cuestión con precaución y tener en cuenta las siguientes consideraciones:  
(1) Las CNVs afectan frecuentemente a genes recesivos (Boone et al. 2013) por lo que la 
medida de su patogenicidad debe contemplar no sólo efectos dominantes, sino también 
modelos de enfermedad de herencia recesiva (Miller et al. 2010; Kearney et al. 2011; Almal y 
Padh 2012; de Leeuw et al. 2012; Hehir-Kwa et al. 2013). Así, una pérdida heterocigota en 
ambos progenitores puede resultar en una pérdida homocigota clínicamente relevante en la 
descendencia (Knijnenburg et al. 2009; Lepichon et al. 2010; Loddo et al. 2013). También, 
una deleción heredada de un progenitor no afecto puede albergar un gen de morbilidad con 
herencia recesiva y que podría ser patogénica en combinación con una SNV en el alelo no 
delecionado -bien heredada del otro progenitor o de novo- (Miller et al. 2010; de Leeuw et al. 
2012; Hehir-Kwa et al. 2013), con múltiples ejemplos de esta heterocigosidad compuesta en 
la literatura científica (Vorstman et al. 2011; Paciorkowski et al. 2013; McInerney-Leo et al. 
2014). 
(2) Las CNVs del cromosoma X son, con frecuencia, difíciles de interpretar debido a que 
el efecto de dosis difiere entre hombres y mujeres, requiriendo criterios de evaluación 
diferentes a los de las CNVs autosómicas (Isrie et al. 2012; Willemsen et al. 2012a). Así, una 
variante causal en un paciente varón puede haber sido heredada de una madre portadora no 
afecta (Koolen et al. 2009; Kearney et al. 2011; de Leeuw et al. 2012; Hehir-Kwa et al. 2013). 
En mujeres, el impacto fenotípico de una CNV ligada al X puede variar ampliamente debido a 
la inactivación desviada de este cromosoma y, además, porque el patrón de inactivación puede 
diferir entre tipos celulares (Lee y Bartolomei 2013). No obstante, aunque los estudios de 
inactivación del X pueden resultar informativos, no todos los trastornos ligados a este 
cromosoma se explican por este mecanismo en mujeres portadoras y, además, no siempre es 
posible estudiar todos los tejidos potencialmente implicados en el fenotipo. Por ello, una 
alternativa (o estudio complementario) consistiría en buscar otros familiares varones por línea 
materna a los que hacer la prueba de portadores (de forma que, cuando no se encuentra/n 
portador/es varón/es de la misma CNV, su patogenicidad permanecería sin explicar) (Kearney 
et al. 2011; Hehir-Kwa et al. 2013).  
(3) La existencia de mosaicismo parental y/o de imprinting genómico podrían 
condicionar la patogenicidad de las CNVs (Koolen et al. 2009; Miller et al. 2010; Vissers et 
al. 2010b; Kearney et al. 2011; de Leeuw et al. 2012; Hehir-Kwa et al. 2013). Por un lado, el 
mosaicismo, definido como la presencia de células con diferente composición genética dentro 
de un mismo individuo, resultado de un evento post-zigótico que puede afectar tanto a células 
somáticas como germinales (Youssoufian y Pyeritz 2002; Conlin et al. 2010), es también una 
evidencia en las CNVs, con múltiples ejemplos en la literatura científica (Lu et al. 2008; 
Notini et al. 2008; Pham et al. 2014). Por otro lado, la región de la CNV puede contener genes 
improntados, de forma tal que la manifestación del fenotipo depende de si dicha variante es 
de origen materno o paterno (Lee y Bartolomei 2013), también con ejemplos que evidencian 
la existencia de estos mecanismos en algunos trastornos del neurodesarrollo asociados a 
CNVs recurrentes (Buiting 2010; Piard et al. 2010; Demars y Gicquel 2012).  
(4) Aquellas CNVs que solapan con regiones clínicamente relevantes (como las asociadas 
a síndromes de microduplicaciones y microdeleciones recurrentes conocidos) se consideran 





al. 2009; Lee y Scherer 2010; Miller et al. 2010; Vissers et al. 2010b; Kearney et al. 2011) 
debido a que, frecuentemente, alteraciones en esas regiones se asocian con expresividad 
variable y penetrancia incompleta (Malhotra y Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 
2013) (ver apartado "1.2.3.3.2 Causas de la expresividad variable y la penetrancia 
incompleta" de la Introducción).  
Además de la frecuencia poblacional y el patrón de herencia de las CNVs, el estudio del 
efecto de estas variantes sobre un fenotipo clínico implica definir correctamente su tipo 
(ganancia o pérdida), tamaño, localización (intersticial, centromérica, (sub)telomérica) y 
puntos de rotura, así como caracterizar correctamente el número y el contenido de genes 
afectados (especialmente en relación a la sensibilidad de dosis, función, patrón de expresión y 
asociación conocida con enfermedad) (Buysse et al. 2009; Kearney et al. 2011; Hehir-Kwa et 
al. 2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013):  
(1) Tipo (pérdida o ganancia): Aunque es más probable que una pérdida de copia de uno 
o más genes tenga un efecto patogénico que la ganancia de copia del/de los mismo/s gen/es 
(Hehir-Kwa et al. 2013), la función de un gen puede verse alterada tanto por la pérdida como 
por la ganancia - total o parcial- del mismo. El mecanismo principal por el que una deleción 
puede afectar al fenotipo de las enfermedades dominantes se conoce con el nombre de 
haploinsuficiencia; es decir, la pérdida de una copia del gen provoca que la copia no 
delecionada sea insuficiente para mantener su funcionalidad normal (Seidman y Seidman 
2002; Dang et al. 2008). Una ganancia, por su parte, será considerada patogénica si afecta a 
una región de un síndrome de microduplicación conocido, si existen en la literatura pacientes 
con ganancias solapantes y fenotipos comparables, si la función y/o el patrón de expresión de 
los genes contenidos en dicha CNV puede relacionarse con el fenotipo (Hanemaaijer et al. 
2012) y/o si contiene genes sensibles al incremento de dosis (Miller et al. 2010). La 
identificación tanto de los genes haploinsuficientes como triposensibles es, por tanto, 
necesaria para discernir las deleciones y duplicaciones benignas de las patogénicas; para ello, 
contamos con bases de datos como el ClinGen Dosage Sensitivity Map 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbvar/clingen/), donde se catalogan a los genes en 
función de su sensibilidad de dosis. En cuanto al mecanismo de patogenicidad, una ganancia 
puede tener consecuencias clínicas debido al número incrementado de copias del gen o por 
alterar a los genes cercanos a los puntos de rotura; por ello, es importante saber, además, si se 
trata de una duplicación en tándem, una inversión, una inserción en otra localización del 
genoma o un cromosoma marcador supernumerario (Hanemaaijer et al. 2012; Hehir-Kwa et 
al. 2013). Como consecuencia, resulta importante realizar técnicas complementarias, como la 
FISH, que ayuden a localizar las ganancias y determinar si, por su ubicación y puntos de 
rotura, podrían tener relevancia clínica (Neill et al. 2011; Nowakowska et al. 2012) 
(2) Tamaño: En relación al tamaño, es más probable que las alteraciones más largas sean 
patogénicas ya que el número de genes sensibles a dosis incrementará, potencialmente, con el 
aumento del tamaño del intervalo afectado (Buysse et al. 2009; Hehir-Kwa et al. 2013); 
aunque también hay excepciones y la afectación de un único gen puede causar un fenotipo 
clínico (Mikhail et al. 2011), tal y como ocurre con algunos de nuestros pacientes (ver más 
adelante en esta Discusión).   
(3) La localización y el número y contenido génico de las CNVs son puntos relacionados 
y de los más relevantes para la interpretación clínica de estas variantes (Kearney et al. 2011). 
Por un lado, conocer la localización -intersticial, centromérica o (sub)telomérica) y los puntos 
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de rotura exactos de una CNV nos permite saber si ésta alberga, está contenida o solapa con 
regiones definidas para desequilibrios genómicos recurrentes (como síndromes de 
microduplicaciones/microdeleciones recíprocas conocidos) o no recurrentes pero previamente 
identificados en pacientes con fenotipos comparables (Miller et al. 2010; Kearney et al. 2011). 
Por otro lado, una vez identificado/s el gen/es alterado/s, debemos estudiar la función y el 
perfil de expresión (Hehir-Kwa et al. 2013) del/de los mismo/s y averiguar si está/n 
catalogado/s como sensible/s a dosis y/o asociado/s con trastornos clínicos relacionados con el 
fenotipo en estudio. Para evaluar el impacto clínico de una CNV que afecta a genes con 
mutaciones publicadas en la literatura médica es importante tener en cuenta el mecanismo 
genético subyacente; así, por ejemplo: (a) un gen asociado a un fenotipo clínico debido a 
haploinsuficiencia puede no tener consecuencias (o asociarse a un fenotipo diferente) si se 
incrementa su número de copias; (b) una SNV y una CNV pueden diferir en su patogenicidad; 
(c) ganancias en el número de copias que implican sólo parte del gen pueden resultar en la no 
funcionalidad del mismo y/o en una secuencia codificante alterada y no deberían 
desconsiderarse sin investigar más en profundidad, sobre todo si implica genes sensibles a 
dosis; (d) las deleciones de una única copia en genes asociados a enfermedad recesiva podrían 
sólo sugerir el estado de portador para esa condición y (e) nuestro conocimiento actual de los 
posibles efectos de una CNV en regiones no codificantes es más limitado y, en consecuencia, 
las CNVs intrónicas o intergénicas son, frecuentemente, descartadas durante la interpretación 
clínica y no se incluyen en los informes médicos (Kearney et al. 2011; Hehir-Kwa et al. 
2013). Una excepción a esto último podría ser si la CNV excede un tamaño establecido por el 
laboratorio o si se localiza próxima a una región bien caracterizada con clara relevancia en el 
fenotipo del individuo en estudio (Kearney et al. 2011). Por ello, algunos autores recomiendan 
evaluar las regiones flanqueantes (+/- 1 Mb) de una CNV en búsqueda de genes (de 
enfermedad) relevantes que podrían ser diana de efectos posicionales (Hehir-Kwa et al. 2013) 
y se ha sugerido que CNVs en regiones desiertas de genes o intrónicas podrían tener también 
relevancia clínica (Vetro et al. 2012; Hehir-Kwa et al. 2013; Spielmann y Klopocki 2013), 
dependiendo de si son heredadas o de novo y/o del contexto genómico (por ejemplo, si 
afectan a elementos reguladores), con algunos ejemplos en la literatura del papel de CNVs en 
estas regiones en trastornos del neurodesarrollo (Bonnet et al. 2012; Spielmann y Klopocki 
2013; Walker y Scherer 2013; Turner et al. 2016). 
Además de la importancia de los avances tecnológicos, es necesario disponer de 
herramientas de trabajo fiables, útiles y actualizadas para favorecer tanto la investigación de 
las CNVs como su aplicación al diagnóstico clínico. En este sentido, disponemos de bases de 
datos de catalogación de CNVs identificadas tanto en la población general - la Database of 
Genomic Variants  o DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) - como en individuos afectos - 
la DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources 
o DECIPHER (http://decipher.sanger.ac.uk/) y el European Cytogeneticists Association 
Register of Unbalanced Chromosome Aberrations o ECARUCA (http://www.ecaruca.net) 
(Feenstra et al. 2006; Zhang et al. 2006; Firth et al. 2009; Corpas et al. 2012). Además, 
contamos con la base de datos de genes y fenotipos genéticos humanos OMIM (Online 
Mendelian Inheritance In Man; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim) y de variación genómica 
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) para el análisis de CNVs detectadas 
mediante técnicas de arrays de CGH y de SNPs en relación con fenotipos como DI, retraso 
del desarrollo o TEA. Otras bases de datos de utilidad para la clasificación e interpretación 
clínica de las CNVs incluyen: ClinGen Dosage Sensitivity Map 





apoyan la sensibilidad a dosis de genes o regiones genómicas y PubMed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), donde se compila la literatura científica publicada. 
Otra herramienta de gran utilidad en los laboratorios clínicos consiste en el desarrollo de 
bases de datos internas de CNVs (pacientes y controles) para ayudar a discriminar las 
variantes polimórficas (potencialmente benignas) de las raras (con mayor probabilidad de ser 
patogénicas) en la población en estudio. 
Teniendo en cuenta todos los aspectos para la interpretación clínica de las CNVs 
anteriormente comentados, las variantes detectadas en los pacientes de nuestras cohortes de 
DI y TEA se clasificaron en las siguientes categorías diagnósticas: 
CNVs clínicamente relevantes. En este primer grupo se incluyeron aquellas CNVs 
consideradas definitivamente patogénicas; es decir, variantes que han sido previamente 
asociadas con trastornos del neurodesarrollo (y/o psiquiátricos) o relacionadas causalmente 
con el fenotipo, en base a su tipo, patrón de herencia, tamaño, localización y/o contenido 
génico (Kearney et al. 2011). Estas variantes clínicamente relevantes representaron un 36,0% 
y un 23,5% del total de las CNVs exónicas raras detectadas en nuestras cohortes de DI y de 
TEA, respectivamente y se subclasificaron en las siguientes categorías:  
(a) Trastornos genómicos conocidos (23,7% y 14,1% de las CNVs exónicas raras 
detectadas en los pacientes de las cohortes de DI y TEA, respectivamente): Dentro de esta 
categoría se incluyeron síndromes de microdeleción/microduplicación, típicamente 
recurrentes, implicados en diversos trastornos del neurodesarrollo y del comportamiento 
(como RGD/DI, TEA, TDAH y ACM), epilepsia y/o trastornos psiquiátricos (como 
esquizofrenia, depresión mayor y trastorno bipolar) (Malhotra y Sebat 2012; Rosenfeld et al. 
2012; Kirov et al. 2013). 
Predominantemente, los reordenamientos cromosómicos recurrentes tienen lugar por 
NAHR entre repeticiones genómicas de bajo número de copias (LCRs/SDs) o entre 
secuencias altamente repetitivas (high-copy repeats en inglés) que generan inestabilidad 
genómica local (Stankiewicz y Lupski 2002):  
Los desequilibrios cromosómicos en los loci 16p11.2 y 22q11.2 fueron los hallazgos más 
frecuentes, con 10 y 6 CNVs respectivamente, en nuestra cohorte de DI (ARTÍCULO I); 
mientras que las microdeleciones y microduplicaciones 15q11.2 (n=4) predominaron en la 
cohorte de TEA (ARTÍCULO VII). La compleja arquitectura genómica del brazo p del 
cromosoma 16, donde más del 10% de la región eucromática está compuesta por LCRs (con 
tamaños comprendidos entre 20-600 kb y compartiendo más del 97% de sus secuencias) 
(Loftus et al. 1999; Martin et al. 2004), hace que sea susceptible de reordenamientos 
genómicos recurrentes, mediados principalmente por NAHR (Stankiewicz y Lupski 2002) y 
asociados con diversos síndromes de microdeleción/microduplicación. Desde el centrómero al 
telómero, algunas de estas alteraciones incluyen la deleción 16p11.2 de ~600 kb (caracterizada, 
principalmente, por DI, TEA, epilepsia, obesidad y/o macrocefalia; OMIM 601913) y su 
duplicación recíproca (asociada a DI, TEA, esquizofrenia, bajo peso y/o microcefalia; OMIM 
614671) (Hernando et al. 2002; Kumar et al. 2008; Weiss et al. 2008; Bijlsma et al. 2009; 
McCarthy et al. 2009; Fernandez et al. 2010; Rosenfeld et al. 2010; Shinawi et al. 2010; 
Walters et al. 2010; Blaker-Lee et al. 2012; Golzio et al. 2012; Zufferey et al. 2012), la 
microdeleción 16p11.2 distal de ~200 kb y que incluye al gen SH2B1 (ligada a un amplio 
espectro de manifestaciones clínicas, incluyendo retraso del desarrollo y obesidad, pero que se 
extiende hasta fenotipos normales; OMIM 613444) (Bachmann-Gagescu et al. 2010), la 
deleción 16p11.2-16p12.2 de ~8-9 Mb (asociada con retraso del desarrollo, DI y rasgos 
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dismórficos leves, entre otros fenotipos como defectos cardíacos y baja estatura; OMIM 
613604) y su duplicación recíproca (asociada a DI, TEA y rasgos dismórficos) (Finelli et al. 
2004; Ballif et al. 2007; Battaglia et al. 2009; Hempel et al. 2009; Barber et al. 2012), la 
microdeleción 16p12.2 de ~520 kb (encontrada en pacientes con retraso del desarrollo, DI 
desde leve a profunda, problemas en el crecimiento, malformaciones cardíacas, epilepsia y 
problemas psiquiátricos y/o del comportamiento; OMIM 136570) (Girirajan et al. 2010; 
Girirajan et al. 2012) y la microdeleción 16p13.11 (descrita en pacientes con fenotipos del 
neurodesarrollo y del comportamiento (como DI, RGD, ACM y autismo) (Ullmann et al. 
2007; Hannes et al. 2009; Nagamani et al. 2010; Balasubramanian et al. 2011; Girirajan et al. 
2011; Ramalingam et al. 2011; Sanders et al. 2011; Girirajan et al. 2012; Rosenfeld et al. 
2012; Tropeano et al. 2013), neurológicos (diferentes tipos de epilepsia, convulsiones) (de 
Kovel et al. 2010; Heinzen et al. 2010; Mefford et al. 2010; Balasubramanian et al. 2011; 
Ramalingam et al. 2011; Liu et al. 2012; Helbig et al. 2013) y psiquiátricos (como 
esquizofrenia) (Ingason et al. 2011; Kirov et al. 2013) y la microduplicación 16p13.11 
recíproca (encontrada en DI, RGD, ACM, autismo (Ullmann et al. 2007; Hannes et al. 2009; 
Mefford et al. 2009; Nagamani et al. 2010; Girirajan et al. 2011; Ramalingam et al. 2011; 
Sanders et al. 2011; Girirajan et al. 2012; Tropeano et al. 2013), TDAH (Williams et al. 
2010a) y esquizofrenia (Ingason et al. 2011; Kirov et al. 2013). La región 22q proximal 
alberga 8 LCRs, denominadas LCR22 A-H (desde el extremo proximal al distal) (Edelmann 
et al. 1999; Portnoi et al. 2005; Portnoi 2009), siendo también susceptible de reordenamientos 
asociados con diversos trastornos genómicos, como el síndrome de DiGeorge (DGS; OMIM 
188400) y el síndrome velocardiofacial (VCFS; OMIM 192430), causados por deleciones 
hemicigotas 22q11.2 de 1,5 a 3,0 Mb; el síndrome de la duplicación 22q11.2 (OMIM 
608363), causado por duplicaciones recíprocas de la región del DGS/VCFS; el síndrome del 
ojo de gato (CES; OMIM 115470), debido a tetrasomía parcial del cromosoma 22 y el 
síndrome de Emanuel (OMIM 609029), provocado por una segregación desequilibrada de la 
translocación t(11;22)(q23;q11.2). También la región proximal del brazo largo del 
cromosoma 15 es rica en LCRs (BP1 a BP6) que favorecen la formación de microdeleciones y 
microduplicaciones recurrentes de diferentes tamaños y relacionadas con una amplia variedad 
de fenotipos del neurodesarrollo y psiquiátricos. Entre estas alteraciones, se incluyen CNVs 
15q11.2 (BP1-BP2) (caracterizadas por expresividad variable (autismo, retraso del desarrollo, 
retraso motor y del lenguaje, problemas del comportamiento y epilepsia) y penetrancia 
incompleta) (Burnside et al. 2011; Vanlerberghe et al. 2015), la microdeleción 15q11-q13 
(causante de los síndromes de Prader-Willi y Angelman) y su microduplicación recíproca 
(también relacionada con manifestaciones fenotípicas variables como hipotonía, autismo, 
retraso del desarrollo, problemas de aprendizaje, convulsiones y dismorfismo menor y 
caracterizada por penetrancia incompleta) (Al Ageeli et al. 2014; Kalsner y Chamberlain 
2015) y CNVs 15q13.3 de diferentes tamaños, resultantes de la combinación de las distintas 
LCRs presentes en dicha región (BP3-BP5 y CHRNA7-LCR-BP5) (Gillentine y Schaaf 
2015). De acuerdo con esto, hemos detectado algunas de estas CNVs 15q proximales en 
varios de nuestros pacientes (ARTÍCULOS I y VII) y, aunque el hecho de que la mayoría de 
ellas presentan expresividad variable y penetrancia incompleta que dificultan el asesoramiento 
genético familiar (De Wolf et al. 2013), se consideraron clínicamente relevantes, con 
excepción de las ganancias del número de copias restringidas al locus CHRNA7 (cholinergic 
receptor, neuronal nicotinic, alpha polypeptide 7; OMIM 118511) que, en base a 
recomendaciones de la literatura (Szafranski et al. 2010; Gillentine y Schaaf 2015), se 
incluyeron en la categoría de "inciertas, posiblemente patogénicas" (ver más adelante en esta 





desequilibrios cromosómicos recurrentes mediados por LCRs identificados en nuestros 
pacientes de las cohortes de DI y de TEA, respectivamente. Además, presentamos las 
descripciones clínicas detalladas de algunos de estos pacientes en el ARTÍCULO II 
microdeleción y microduplicación 3q29; (Quintela et al. 2015b) y en el ARTÍCULO IV 
microduplicación 16p13.11p12.3; (Quintela et al. 2015e). 
Al igual que las LCRs/SDs, secuencias altamente repetitivas -entre las que se incluyen los 
retrovirus endógenos humanos (HERVs; del inglés Human Endogenous RetroViruses)- 
incrementan la inestabilidad genómica local y favorecen la formación de microdeleciones y 
microduplicaciones recíprocas a través de eventos de NAHR revisado por (Chen et al. 
2014). Recientemente, Shuvarikov y col. (2013) descubrieron una deleción 3q13.2-q13.31 
recurrente (Shuvarikov et al. 2013; Campbell et al. 2014), causante de un fenotipo 
caracterizado, principalmente, por retraso cognitivo, motor y del lenguaje e hipotonía (Molin 
et al. 2012; Shuvarikov et al. 2013). El análisis molecular de los puntos de rotura de esta 
deleción reveló la presencia de elementos HERVs directamente orientados, de 
aproximadamente 5 kb y con más de un 95% de identidad de secuencia, que servirían de 
sustrato de eventos NAHR y favorecerían la formación de esta CNV recurrente (Shuvarikov 
et al. 2013; Campbell et al. 2014). El análisis molecular de la paciente ASD_53 arr 
3q13.2q13.31(112.144.081-115.514.432)x1 dn reveló la presencia de una microdeleción de 
novo cuyos puntos de rotura coincidían con los descritos previamente para esta deleción 
3q13.2-q13.31 recurrente; por ello, realizamos un análisis exhaustivo de su historia clínica y 
comparamos sus rasgos fenotípicos con los de pacientes de la literatura con deleciones 
3q13.31. Esto nos permitió constatar que esta alteración se manifiesta, principalmente, en 
forma de RGD/DI/retraso cognitivo, retraso del lenguaje y motor, hipotonía muscular, TEA, 
problemas del comportamiento y crecimiento postnatal anómalo, así como destacar algunos 
rasgos adicionales, presentes en nuestra paciente, como trastorno de ansiedad, 
comportamientos disruptivos y de ingesta compulsiva y alteraciones del sueño ARTÍCULO 
VIII; (Quintela et al. 2015g). Entre los genes incluidos en la microdeleción 3q13.2-q13.31 
recurrente, DRD3 (dopamine receptor D3; OMIM 126451) y ZBTB20 (zinc finger and BTB 
domain containing 20; OMIM 606025) destacan como potenciales candidatos para explicar 
los rasgos fenotípicos centrales de los pacientes que la portan. Ambos genes han sido 
propuestos para explicar los trastornos del neurodesarrollo y neuropsiquiátricos (Shimojima et 
al. 2009; Molin et al. 2012; Shuvarikov et al. 2013; Vuillaume et al. 2013; Lowther et al. 
2014; Rasmussen et al. 2014), así como las malformaciones cerebrales (Molin et al. 2012; 
Shuvarikov et al. 2013) y el crecimiento postnatal anómalo (Molin et al. 2012; Vuillaume et 
al. 2013; Karavitakis et al. 2014), mientras que DRD3 podría también favorecer la aparición 
de hipotonía muscular (Shimojima et al. 2009; Shuvarikov et al. 2013). Otros genes del 
intervalo delecionado que podrían contribuir a la definición de estas manifestaciones 
fenotípicas incluyen: CCDC80 hipotonía muscular y anomalías del crecimiento (Karavitakis 
et al. 2014), BOC hipotonía muscular (Shimojima et al. 2009; Shuvarikov et al. 2013; 
Karavitakis et al. 2014) y agenesis del cuerpo calloso (Shuvarikov et al. 2013) y GAP43 
hipotonía muscular (Shuvarikov et al. 2013), agenesis del cuerpo calloso (Molin et al. 2012; 
Shuvarikov et al. 2013; Vuillaume et al. 2013) y fenotipos del neurodesarrollo y psiquiátricos 
(Molin et al. 2012; Gimelli et al. 2013; Vuillaume et al. 2013; Lowther et al. 2014) 
ARTÍCULO VIII; (Quintela et al. 2015g). 
Los reordenamientos genómicos causantes de trastornos del neurodesarrollo pueden 
también ocurrir en un locus único, variar en tamaño y diferir en sus puntos de rotura, dando 
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lugar a las denominadas CNVs no recurrentes (Zhang et al. 2009a). Este es el caso de las 
microdeleciones 2q22.3q23.3 y 8q21.11q21.13 detectadas en nuestra cohorte de DI (Perez-
Gay et al. 2013; Quintela et al. 2015c): 
El síndrome de la microdeleción 2q23.1 o DI autosómica dominante 1 (MRD1; OMIM 
156200) está causado por mutaciones o alteraciones cromosómicas estructurales heterocigotas 
que afectan al gen MBD5 (methyl-CpG-binding domain protein 5; OMIM 611472). Dentro de 
la definición del síndrome de la microdeleción 2q23.1 se han descrito desequilibrios 
genómicos de tamaño y puntos de rotura muy variables y, si bien la mayoría de los rasgos 
clínicos son comunes, existe también heterogeneidad fenotípica entre los pacientes. Los 
rasgos clínicos más frecuentes incluyen DI profunda, TEA, TDAH, retraso motor, afectación 
grave del lenguaje, retraso en el crecimiento postnatal, obesidad y epilepsia, además de un 
fenotipo craneofacial distintivo y anomalías esqueléticas, como braquidactilia generalizada 
(Dekaan y Klein 1968; Vissers et al. 2003; Koolen et al. 2004; de Vries et al. 2005; 
Wagenstaller et al. 2007; Jaillard et al. 2009; Pinto et al. 2010; van Bon et al. 2010; Williams 
et al. 2010b; Chung et al. 2011; Talkowski et al. 2011; Cukier et al. 2012; Chung et al. 2012; 
Ladha 2012; Motobayashi et al. 2012; Noh y Graham 2012; Talkowski et al. 2012; Bonnet et 
al. 2013; Du et al. 2014; Mullegama et al. 2014). Nuestro paciente ID_567 arr 
2q22.3q23.3(148.173.639-151.159.692)x1 dn, un varón de 11 años con DI profunda, 
convulsiones, rasgos dismórficos y anomalías esqueléticas, fue diagnosticado con el síndrome 
de la microdeleción 2q23.1 gracias a la detección de una deleción de novo en la región 
2q22.3-q23.3 que afecta a los  genes ACVR2A, ORC4, MBD5, EPC2, KIF5C, MIR1978, 
LYPD6B, LYPD6 y MMADHC (Perez-Gay et al. 2013). En la región 2q22.3-q24.2 se han 
identificado diversas microdeleciones y microduplicaciones; no obstante, no se encuentran 
flanqueadas por duplicaciones segmentarias por lo que no parece que el mecanismo de NAHR 
esté explicando su formación (Jaillard et al. 2009). Se ha sugerido que otros mecanismos, 
como FoSTes/MMBIR, podrían favorecer la aparición de alteraciones cromosómicas 2q23 
(Motobayashi et al. 2012). El gen MBD5 se presenta como el candidato más probable para 
explicar el fenotipo de los pacientes con el síndrome de la microdeleción 2q23.1. La proteína 
MBD5 (methyl CpG binding domain protein 5) se expresa en neuronas y tiene funciones 
potenciales en la regulación de la expresión génica. Por otro lado, su dominio de unión metilo 
(MBD) presenta gran homología con el gen MECP2, que cuando está mutado o delecionado 
es causante del síndrome de Rett (Amir et al. 1999; Jaillard et al. 2009) y cuando está 
duplicado, da lugar al síndrome de la duplicación MECP2 revisado por (Van Esch 2012). 
Aunque estudios in vitro realizados en ratones parecen indicar que la proteína codificada por 
MBD5 en realidad no se une a secuencias metiladas del ADN, sí parece tener un papel en la 
formación y/o función de la heterocromatina, gracias a la asociación de esta con el dominio 
MBD (Laget et al. 2010). En este sentido, algunos autores han propuesto que esta unión 
podría tener lugar mediante la formación de un complejo proteico, ya que el dominio MBD 
interactúa directamente con la proteína codificada por MEF2C (myocyte enhacer-binding 
factor 2C; OMIM 600662), que juega un papel crucial en el desarrollo, la neurogénesis y la 
regulación de la expresión de genes neuronales implicados en la formación de circuitos 
neuronales y funciones sinápticas (Talkowski et al. 2011). Además, la haploinsuficiencia del 
gen MEF2C, asociada a la microdeleción 5q14.3, es causa de TEA, DI profunda, 
convulsiones e hipotonía, un fenotipo similar al de la microdeleción en MBD5. Así, ambos 
loci podrían participar en la misma ruta de señalización regulando la expresión de genes del 
neurodesarrollo (Talkowski et al. 2011; Du et al. 2012; Ladha 2012). Alternativamente, se ha 
sugerido que MBD5 podría actuar asociándose con una histona deacetilasa, ya que proteínas 





2012). Estudios funcionales llevados a cabo en ratones también han aportado evidencias de la 
importancia de MBD5 en el neurodesarrollo, pues su alteración provocó la aparición de rasgos 
fenotípicos característicos del síndrome de la microdeleción 2q23.1 en humanos, como retraso 
en el crecimiento y reducción del tamaño del cerebro (Du et al. 2012) o comportamiento 
social alterado, daño cognitivo y anomalías motoras y craneofaciales, además de la exhibición 
de déficits funcionales en las neuronas corticales (Camarena et al. 2014; Walz y Young 2014).  
El síndrome de la microdeleción 8q21.11 (OMIM 614230) es también un trastorno 
genómico causado por microdeleciones solapantes de tamaños variables (entre 0,66 y 13,55 
Mb) localizadas en la banda cromosómica 8q21.11 (Palomares et al. 2011). La detección de la 
microdeleción 8q21.11q21.13 en nuestro paciente ID_474 arr 8q21.11q21.13(74.834.763-
81.904.679)x1 no mat y su análisis fenotípico detallado nos permitió verificar la presencia de 
la mayoría de los rasgos previamente descritos; es decir, DI, dismorfismo facial leve y 
anomalías de dedos de manos y pies, problemas de crecimiento y del equilibrio y anomalías 
oftalmológicas. No obstante, la apariencia global de nuestro paciente, especialmente su cara 
alargada más que redondeada, sus orejas (aunque de implantación baja) prominentes pero no 
rotadas posteriormente y la ausencia de puente nasal ancho y de pliegues epicánticos, le 
confieren un fenotipo facial similar sólo a un subgrupo de los pacientes descritos hasta la 
fecha. De los 23 genes delecionados en nuestro paciente, ZFHX4 (zinc finger homeobox 4; 
OMIM 606940) merece especial atención por su potencial contribución al fenotipo, en 
particular a ptosis aislada bilateral congénita (McMullan et al. 2002), un rasgo también 
presente en nuestro paciente. Además, la identificación de una deleción monogénica de novo 
afectando a los últimos 7 exones de este gen en un paciente con retraso del desarrollo, 
macrocefalia, ventriculomegalia, hipermetropía, infecciones recurrentes y dismorfismo 
(Vulto-van Silfhout et al. 2013), lo situaría como un nuevo gen candidato de DI y anomalías 
congénitas. No obstante, no podemos descartar la contribución de otros factores, tanto 
genéticos y epigenéticos como ambientales, siendo necesarios estudios adicionales para poder 
determinar (o descartar) la contribución individual de cada uno de los genes delecionados al 
fenotipo ARTÍCULO III;  (Quintela et al. 2015c). 
Los reordenamientos cromosómicos incluidos en esta primera categoría de CNVs 
clínicamente relevantes se caracterizan, frecuentemente, por presentar expresividad variable y 
penetrancia incompleta (Malhotra y Sebat 2012; Rosenfeld et al. 2012; Kirov et al. 2013), lo 
cual dificulta considerablemente su interpretación clínica (Hehir-Kwa et al. 2013; Vulto-van 
Silfhout et al. 2013) y complica la tarea del consejo genético familiar. Esto es especialmente 
complejo cuando estas CNVs son heredadas de un progenitor no afecto o con una evaluación 
clínica incompleta o no disponible. En nuestro estudio, pudimos completar el estudio genético 
familiar en 22 de los pacientes con trastornos genómicos conocidos (18 en la cohorte de DI y 
4 en la cohorte de TEA), encontrándonos que 13 (59,1%; 55.6% en DI y 75% en TEA) de 
ellos habían heredado la CNV de uno de sus progenitores (11/13 de la madre y 2/13 del 
padre). Las causas de esta heterogeneidad clínica no están completamente definidas, 
habiéndose propuesto la hipótesis de múltiple evento como una de las explicaciones más 
plausibles (Girirajan et al. 2010). En este sentido, 18,2% y 45,4% de los pacientes de la 
cohorte de DI y de la cohorte de TEA con trastornos genómicos conocidos presentaron, 
respectivamente, al menos una CNV exónica rara adicional en su genoma (ARTÍCULOS I y 
II). Tampoco podamos descartar la existencia de variantes genéticas adicionales no detectadas 
por microarrays pero sí por las nuevas técnicas de secuenciación masiva, como SNVs o 
indels, así como la contribución de factores epigenéticos y/o ambientales en la modificación 
del fenotipo de estos pacientes. 
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(b) Reordenamientos cromosómicos teloméricos (3,2% y 2,4% de las CNVs exónicas 
raras detectadas en los pacientes de las cohortes de DI y TEA, respectivamente). En esta 
categoría se incluyen alteraciones genéticas con importantes consecuencias fenotípicas, 
debido a que los extremos de los cromosomas son relativamente ricos en genes (Saccone et al. 
1992). Algunos de estos desequilibrios son bastante comunes, como la monosomía 1p36 
(OMIM 607872) que se ha identificado en 1% de los pacientes con DI idiopática (Battaglia 
et al. 2008) y que nosotros hemos detectado en la paciente ID_127 (arr 1p36.33(849.466-
2.098.337)x1 no mat,4q32.1(156.759.265-157.037.360)x1 mat; ARTÍCULO I) o el 
síndrome de Pheland-McDermid (OMIM 606232) causado por la microdeleción 22q terminal 
implicando al gen SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3; OMIM 606230), 
identificada en los pacientes ID_350 (arr 22q13.31q13.33(48.160.896-51.183.870)x1; 
ARTÍCULO I) y ASD_62 (arr 19q13.43(57.561.530-58.956.888)x3 
dn,22q13.32q13.33(48.425.456-51.197.838)x1 dn; ARTÍCULO VII). Los paneles de SNPs 
(igual que los arrays de CGH) no son apropiados para evaluar el riesgo de recurrencia en 
posteriores embarazos de las parejas con hijos con reordenamientos teloméricos, debido a la 
imposibilidad de estas tecnologías para detectar reordenamientos genómicos equilibrados. Por 
ello, en estas situaciones, la prueba genética a los padres debe contemplar técnicas 
complementarias, capaces de detectar translocaciones sin pérdida ni ganancia de material 
genómico (como la FISH o el cariotipo convencional) (ARTÍCULOS I y II). 
(c) CNVs patogénicas de diferente tamaño (7,0% y 3,5% de las CNVs exónicas raras 
detectadas en los pacientes de las cohortes de DI y TEA, respectivamente). Como ejemplos 
ilustrativos de pacientes con CNVs de esta categoría, hemos presentado la historia clínica 
detallada de los pacientes ID_191 (y su familia) e ID_533 ARTÍCULO V; (Quintela et al. 
2015d) y del paciente ASD_109 ARTÍCULO IX; (Quintela et al. 2015f): 
El paciente ID_191, su hermana arr 4q13.1q13.2(65.736.024-69.582.428)x1 mat 
(ambos con DI leve y TDAH) y su madre (DI leve) y la paciente ID_533 arr 
4q13.2q13.3(68.207.272-75.021.494)x1 dn,11q24.2(126.463.132-126.677.128)x3 mat (DI 
leve, problemas de comportamiento, baja estatura y dismorfismo facial menor) presentaron 
deleciones parcialmente solapantes en la región cromosómica 4q13. La revisión de la 
literatura y la comparación de los hallazgos moleculares y clínicos previos (Assawamakin et 
al. 2012; Matoso et al. 2013; Shimada et al. 2013; Utine et al. 2014) con los de nuestros 
pacientes nos permitieron identificar una región mínima crítica, localizada en la banda 
cromosómica 4q13.2 y que incluye 17 genes. Entre ellos, destacamos el gen UBA6 (ubiquitin-
like modifier-activating enzyme 6; OMIM 611361), implicado en el desarrollo embrionario de 
ratones, como el principal candidato para explicar el fenotipo de nuestros pacientes, 
específicamente DI leve y TDAH. Evidencias funcionales apoyan esta hipótesis, habiéndose 
encontrado que ratones deficientes en Uba6 presentan problemas de aprendizaje y memoria, 
interacción social disminuida, actividad metabólica incrementada consistente con 
hiperactividad, ansiedad y problemas de comunicación (Lee et al. 2013a; Lee et al. 2015), 
además de tamaño significativamente reducido y letalidad postnatal incrementada en 
comparación con ratones control, defectos morfológicos en el hipocampo y la amígdala y 
reducida densidad de espinas dendríticas (Lee et al. 2013a) ARTÍCULO V; (Quintela et al. 
2015d). 
El paciente ASD_109 arr Xp22.31(6.446.579-8.135.644)x2 mat,6q14.1q15(83.648.997-
88.613.065)x1 no mat, un varón de 8 años con TEA grave, ausencia de lenguaje oral y rasgos 





genes. Entre ellos, destacamos PGM3 (phosphoglucomutase 3) (Zhang et al. 2014), PRSS35 
(protease, serine, 35), SNAP91 (synaptosomal associated protein, 91kDa) (Letra et al. 2010; 
Goes et al. 2012), RIPPLY2 (ripply transcriptional repressor 2) (Biris et al. 2007; Chan et al. 
2007; Morimoto et al. 2007; McInerney-Leo et al. 2014), MRAP2 (melanocortin 2 receptor 
accessory protein 2) (Asai et al. 2013; Liu et al. 2013; Sebag et al. 2013), SYNCRIP 
(synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein) (Rauch et al. 2012; Pinto et al. 
2014), SNX14 (sorting nexin 14) (Pinto et al. 2014) y HTR1E (5-hydroxytryptamine 
(serotonin) receptor 1E, G protein-coupled) (Lasky-Su et al. 2008; Oades et al. 2008; Amin et 
al. 2009; Baca-Garcia et al. 2010; Nishioka et al. 2013) como candidatos potenciales para 
explicar su fenotipo. Además, el paciente portó una ganancia Xp22.31 de herencia materna y 
significado clínico incierto, discutida más adelante en este capítulo y que también podría estar 
implicada en sus manifestaciones clínicas ARTÍCULO IX; (Quintela et al. 2015f). 
(d) CNVs monogénicas en genes de DI/TEA (2,2% y 3,5% de las CNVs exónicas raras 
detectadas en los pacientes de las cohortes de DI y TEA, respectivamente). Dentro de esta 
categoría se identificaron deleciones en los genes NRXN1, AUTS2, CACNA1C, SOX5 y 
RPS6KA3 y una ganancia en el gen GRIA3, todos ellos conocidos por su implicación en 
fenotipos del neurodesarrollo: 
El gen NRXN1 (neurexin I; OMIM 600565), localizado en el cromosoma 2p16.3 y 
perteneciente a la familia de las neurexinas -proteínas de adhesión celular presinápticas-, se ha 
encontrado alterado en pacientes con trastornos del neurodesarrollo y psiquiátricos, como 
TEA, DI, problemas del comportamiento, ansiedad, trastorno bipolar y esquizofrenia 
(Wisniowiecka-Kowalnik et al. 2010; Gregor et al. 2011; Soysal et al. 2011; Schaaf et al. 
2012; Bena et al. 2013; Curran et al. 2013; Dabell et al. 2013; Imitola et al. 2014; Roberts et 
al. 2014; Vinas-Jornet et al. 2014; Agha et al. 2015; Lowther et al. 2016; Oikonomakis et al. 
2016), hipotonía muscular y epilepsia (Schaaf et al. 2012; Bena et al. 2013; Curran et al. 
2013; Dabell et al. 2013; Lowther et al. 2016) y, menos frecuentemente, dismorfismo facial y 
malformaciones congénitas (Schaaf et al. 2012; Dabell et al. 2013; Vinas-Jornet et al. 2014; 
Lowther et al. 2016). También se han identificado deleciones en este gen en población control 
y en progenitores y hermanos levemente o no afectos (Schaaf et al. 2012; Bena et al. 2013; 
Curran et al. 2013; Dabell et al. 2013; Vinas-Jornet et al. 2014; Lowther et al. 2016); una 
penetrancia incompleta que podría explicarse por la acción de factores adicionales, 
incluyendo segundos eventos CNVs (Soysal et al. 2011; Bena et al. 2013; Curran et al. 2013; 
Dabell et al. 2013; Vinas-Jornet et al. 2014; Lowther et al. 2016). Los pacientes ASD_229 arr 
2p23.1p22.3(31.565.860-33.000.665)x3,2p16.3(50.888.428-52.549.542)x1 y ASD_221 arr 
2p16.3(51.027.613-51.161.647)x1 presentaron deleciones exónicas raras en NRXN1; la 
paciente ASD_229 portó una ganancia 2p23.1p22.3 adicional de significación incierta pero 
que, siguiendo este modelo de múltiple evento, podría también participar en la definición de 
su fenotipo. Un estudio reciente realizado con 19.263 pacientes con DI/RGD y 15.264 
controles concluyó, además, que la penetrancia de las deleciones NRXN1 que afectan al 
extremo 5´ es mayor que la de las deleciones 3´; hipótesis que ha sido explicada por la acción 
potencial del ARNm no codificante AK127244 (Lowther et al. 2016), ubicado justo adyacente 
al promotor de NRXN1-α y que ha sido encontrado delecionado en pacientes con trastornos 
del neurodesarrollo y psiquiátricos (Walker y Scherer 2013; Duong et al. 2015). Apoyando 
esta hipótesis, las dos deleciones identificadas en nuestras muestras se localizan en el extremo 
5´ del gen y, en el caso de la paciente ASD_229, se extiende a la región promotora e incluye a 
AK127244  (Material Suplementario del ARTÍCULO VII).  
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El gen AUTS2 (autism susceptibility candidate 2; OMIM 607270) se ubica en la banda 
cromosómica 7q11.22, tiene expresión predominante en el cerebro (Oksenberg y Ahituv 
2013) y se ha encontrado alterado por variantes estructurales raras en pacientes con trastornos 
del neurodesarrollo (de la Barra et al. 1986; Sultana et al. 2002; Kalscheuer et al. 2007; 
Bakkaloglu et al. 2008; Glessner et al. 2009; Huang et al. 2010; Ben-David et al. 2011; 
Girirajan et al. 2011; Nagamani et al. 2012; Talkowski et al. 2012; Beunders et al. 2013; 
Jolley et al. 2013; Tropeano et al. 2013; Amarillo et al. 2014; Beunders et al. 2014; Fan et al. 
2015; Liu et al. 2015; Schneider et al. 2015). Las manifestaciones clínicas y la gravedad de las 
mismas son variables, habiéndose descrito que dependen de la localización de la variante, con 
un mayor grado de afectación cuando se altera el extremo 3´ del gen, donde se concentran la 
mayoría de sus exones (Beunders et al. 2013). De acuerdo con esto, detectamos una 
microdeleción que afecta a los últimos 14 exones de AUTS2 en la paciente ASD_60 arr 
7q11.22(69.914.440-70.297.558)x1 no mat con un fenotipo neurocognitivo y del 
comportamiento y manifestaciones clínicas de mayor gravedad (TEA grave, DI moderada a 
grave, ausencia total de lenguaje expresivo, hipotonía generalizada y anomalías 
oftalmológicas) (Paciente 2; ARTÍCULO X) que las de pacientes previamente descritos en la 
literatura con reordenamientos 5´ que no alteran la secuencia del gen (Beunders et al. 2013). 
El gen CACNA1C (calcium channel, voltage-dependent, l type, alpha-1c subunit; OMIM 
114205), implicado en el síndrome de Brugada (OMIM 611875) y en el síndrome de Timothy 
(OMIM 114205) cuando está mutado, juega papeles importantes en el desarrollo dendrítico, la 
supervivencia neuronal, la plasticidad sináptica, la memoria, el aprendizaje y el 
comportamiento revisado por (Bhat et al. 2012). Tal y como se ha sugerido en la literatura 
(Abdelmoity et al. 2011; Vargas et al. 2012; Fanizza et al. 2014), la alteración de dosis de este 
gen parece generar fenotipos diferentes a los descritos para las variantes puntuales; de hecho, 
se ha encontrado delecionado en pacientes con trastornos del neurodesarrollo y del 
comportamiento (Velinov et al. 2008; Rooryck et al. 2009; Macdonald et al. 2010; 
Abdelmoity et al. 2011; Madrigal et al. 2012; Vargas et al. 2012; Thevenon et al. 2013; 
Fanizza et al. 2014). Reforzando esta hipótesis, detectamos una deleción CACNA1C 
intragénica de 204,5 kb en nuestro paciente ID_45 arr 12p13.33(2.366.516-2.571.012)x1, 
quien presentó un fenotipo caracterizado por DI sindrómica, TDAH y problemas de 
comportamiento (Material Suplementario del ARTÍCULO I). 
El gen SOX5 (SRY-box 5; OMIM 604975), localizado en la región cromosómica 12p12.1, 
pertenece a la familia SOXD (sex determining region (SRY)-related HMG-box) de factores 
de transcripción implicados en diversas funciones del desarrollo, incluyendo formación del 
cartílago (Lefebvre et al. 1998; Smits et al. 2001; Ikeda et al. 2002; Lefebvre 2010; Aza-
Carmona et al. 2011), neurogénesis (Lefebvre 2010) y desarrollo del sistema nervioso (Kwan 
et al. 2008; Lai et al. 2008; Lefebvre 2010). La revisión de la literatura (Lamb et al. 2012; Lee 
et al. 2013b; Schanze et al. 2013) y el hallazgo en nuestra cohorte de DI del paciente ID_6 
arr 12p12.1(23.769.086-24.262.524)x1 dn,16p13.11p12.3(15.286.149-18.771.863)x3 mat, 
con RGD, problemas de comportamiento y rasgos dismórficos menores y una deleción 
12p12.1 de novo que afecta exclusivamente a SOX5 revelan que las alteraciones en este gen se 
manifiestan, principalmente, en forma de RGD/DI, retraso del habla y del lenguaje y rasgos 
dismórficos ARTÍCULO IV; (Quintela et al. 2015e). Es importante destacar que, además 
de las deleciones restringidas a SOX5, también se han publicado descripciones clínicas de 
pacientes con trastornos del neurodesarrollo y deleciones de mayor tamaño que incluyen 
genes adicionales (Lamb et al. 2012; Lee et al. 2013b; Schanze et al. 2013); este es el caso de 





meses con RGD leve, hipotelorismo, labio superior fino y retraso ponderal perinatal y una 
deleción 12p12.2p11.23 de novo de 6,3 Mb de longitud y que afecta a 38 genes, incluidos 
KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase; OMIM 190070; causante de DI autosómica 
dominante, como parte del síndrome cardiofaciocutáneo (OMIM 615278), cuando está 
mutado) y SOX5 (ARTÍCULO I; CNV patogénica, Categoría C). 
El gen RPS6KA3 (ribosomal protein S6 kinase, 90-KD, 3; OMIM 300075), localizado en 
el cromosoma X y causante del síndrome de Coffin-Lowry (CLS; OMIM 303600) (Delaunoy 
et al. 2001; Zeniou et al. 2002; Martinez-Garay et al. 2003; Nakamura et al. 2005; Delaunoy 
et al. 2006; Wang et al. 2006; Marques Pereira et al. 2007; Jurkiewicz et al. 2010; Thorson et 
al. 2010; Rojnueangnit et al. 2013; Nishimoto et al. 2014), se encontró parcialmente 
delecionado en la paciente ID_166 arr Xp22.12(20.173.856-20.360.913)x1 no mat, quien 
presentó un fenotipo CLS típicamente descrito en varones, incluyendo los episodios de caída 
repentina inducidos por estímulo. Aproximadamente un 10-14% de los pacientes con el CLS 
presentan estas caídas; de estos, la mayoría son varones mientras que sólo aproximadamente 
1/3 son mujeres (Hahn y Hanauer 2012), como nuestra paciente ARTÍCULO VI; (Quintela 
et al. 2015a).  
Finalmente, detectamos una ganancia monogénica Xq25 de 281,5 kb que duplica 14 
exones de GRIA3 en el ADN de la muestra ID_401 arr Xq25(122.312.033-122.593.583)x2, 
un varón de 6 años con DI, retraso del lenguaje y aprendizaje, TDAH, posturas distónicas y 
lóbulo de la oreja bífido. El gen GRIA3 (glutamate receptor, ionotropic, AMPA 3; OMIM 
305915) pertenece a la clase de receptores de glutamato AMPA, importantes en la transmisión 
sináptica y en procesos implicados en memoria y aprendizaje (Gecz et al. 1999). Se han 
encontrado desde SNVs (Wu et al. 2007; Philips et al. 2014) hasta variantes estructurales, 
incluyendo translocaciones (Gecz et al. 1999), deleciones (Wu et al. 2007) y ganancias 
(Jacquemont et al. 2006; Chiyonobu et al. 2007; Bonnet et al. 2009; Guilmatre et al. 2009; 
Philippe et al. 2013) afectando al gen GRIA3 en pacientes con un fenotipo sindrómico de DI 
(OMIM 300699) (Material Suplementario del ARTÍCULO I). 
CNVs de significado clínico incierto. Esta segunda categoría de CNVs representa un 
grupo amplio (50,0% y 64,7% del total de las CNVs exónicas raras detectadas en nuestras 
cohortes de DI y de TEA, respectivamente) en el que se englobaron aquellas variantes con un 
impacto clínico indeterminado en el momento de su clasificación. Estas alteraciones de 
significado desconocido se subclasificaron en (a) posiblemente patogénicas, (b) no 
subclasificadas y (c) posiblemente benignas, siguiendo los criterios definidos en los apartados 
"Material y Métodos" de los ARTÍCULOS I y VII. A continuación, se discute la potencial 
relevancia clínica de algunas de las variantes inciertas pertenecientes a la subcategoría (a) 
posiblemente patogénicas, que representaron un 8,1% y un 9,4% del total de las CNVs 
exónicas raras detectadas en nuestras cohortes de DI y de TEA, respectivamente:  
El paciente ID_295 arr 1q41(218.432.883-220.940.873)x1 mat, de 15 años de edad y 
con un fenotipo central caracterizado por DI leve e hiperlaxitud articular, presentó una 
pérdida del número copias heredada de su madre en la región cromosómica 1q41, de 2,5 Mb 
de longitud y que afecta a los genes RRP15, TGFB2, LYPLAL1, SLC30A10, EPRS, BPNT1, 
IARS2, MIR215, MIR194-1, RAB3GAP2, MIR664, SNORA36B, AURKAPS1, MARK1, 
C1orf115 y MOSC2. La región mínima de solapamiento entre esta alteración y las deleciones 
de otros pacientes con retraso del desarrollo de la literatura (Lindsay et al. 2012; Fontana et al. 
2014) afecta a los genes RRP15, TGFB2 y LYPLAL1. Además, destacan los genes 
RAB3GAP2 (RAB3 GTPase-activating protein, noncatalytic subunit; OMIM 609275), por ser 
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causa de DI autosómica recesiva y MARK1 (MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1; 
OMIM 616511), propuesto como un gen de susceptibilidad al autismo (Maussion et al. 2008) 
e importante en la morfogénesis de las espinas dendríticas en las neuronas del hipocampo 
(Wu et al. 2012) (Material Suplementario del ARTÍCULO I). 
En la muestra ID_409 arr 2q12.2q12.3(106.853.263-108.440.756)x1, perteneciente a un 
varón de 12 años con DI leve y sin TEA, identificamos una deleción 2q12.2q12.3 de 1,6 Mb 
de longitud y que incluye a los genes PLGLA, RGPD3, ST6GAL2 y LOC729121 
(ARTÍCULO I). Se trata de una de las 4 posibles CNVs recurrentes, flanqueadas por LCRs y 
mediadas por NAHR, descubiertas en la región cromosómica 2q12.2q12.3 (Dittwald et al. 
2013). Magri y col. (2010) encontraron que la frecuencia de las CNVs (deleciones y sus 
duplicaciones recíprocas) 2q12.2q12.3 era aproximadamente 10 veces superior en pacientes 
con esquizofrenia que en controles, por lo que sugirieron que se trataría de un potencial locus 
de susceptibilidad a este trastorno, al tiempo que advertían de la necesidad de más datos para 
considerarla definitivamente patogénica. Esta misma deleción también ha sido identificada en 
pacientes con trastornos del neurodesarrollo, tanto en la literatura científica (Dittwald et al. 
2013) como en bases de datos de pacientes. Así, Dittwald y col. (2013) encontraron esta 
misma alteración en 3 muestras referidas al laboratorio para el análisis de CNVs; esto es, una 
mujer de 4 años con retraso del desarrollo y dos fetos (información fenotípica no disponible) 
que habían heredado la deleción de uno de sus progenitores, en ambos casos identificados 
como no afectos (Dittwald et al. 2013). En la base de datos DECIPHER está también 
recopilada la información fenotípica de pacientes portadores de la deleción recurrente 
2q12.2q12.3 y, en ocasiones, sus datos de herencia, si bien no existe consenso en cuanto a su 
patogenicidad, tal y como se refleja a continuación: DECIPHER 289698 (fenotipo de DI; 
deleción de herencia desconocida; considerada posiblemente patogénica), DECIPHER 
287999 (DI, microcefalia, edema y distrofia de conos y bastones; heredada de la madre, 
constitutiva en la madre; posiblemente patogénica), DECIPHER 289603 (DI y psicosis; 
herencia desconocida; posiblemente patogénica), DECIPHER 289881 (autismo, debilidad 
muscular;  heredada del padre, constitutiva en el padre; posiblemente patogénica), 
DECIPHER 290425 (cataratas, microcefalia y DI; herencia desconocida; posiblemente 
patogénica), DECIPHER 306637 (autismo;  heredada del padre, constitutiva en el padre; 
posiblemente benigna) DECIPHER 270580 (daño cognitivo; heredada de padre normal; 
patogenicidad incierta), DECIPHER 278673 (neuroblastoma localizado, RGD leve, 
macrocefalia al nacimiento y estatura alta; heredada de la madre, constitutiva en la madre; 
incierta) DECIPHER 273729 (sin datos fenotípicos; herencia desconocida; incierta), 
DECIPHER 274933 (anomalía de la cavidad nasal, dolores de cabeza, convulsiones, retraso 
del desarrollo del habla y del lenguaje, afectación de la memoria y apnea del sueño; heredada 
de la madre, constitutiva en la madre; incierta) y DECIPHER 268346 (anomalía de la frente, 
criptorquidismo, macrocefalia, autismo y DI; heredada de un padre con similar fenotipo; 
incierta).  
La muestra ID_210 arr 2q36.3(230.742.418-230.846.708)x1, un niño de 17 años con DI 
leve, dificultades sociales y de atención graves y trastorno del comportamiento, presentó una 
deleción 2q36.3 de 104 kb, cuyos extremos interrumpen a los genes TRIP12 y FBXO36. 
Aunque se necesitarán más estudios para poder afirmar la patogenicidad de esta variante, el 
hallazgo de deleciones y mutaciones puntuales de pérdida de función en el gen TRIP12 
(thyroid hormone receptor interactor 12; OMIM 604506) en pacientes con trastornos del 
neurodesarrollo (Doco-Fenzy et al. 2008; Iossifov et al. 2012; O'Roak et al. 2014; Pinto et al. 





experimentales discutidas en el Material Suplementario del ARTÍCULO I (Kajiro et al. 
2011; Gudjonsson et al. 2012; Poulsen et al. 2012) convierten a este gen en un potencial 
candidato para explicar el fenotipo de nuestro paciente. 
La paciente ID_354 arr 3q29(196.535.850-197.660.039)x3 mat, una niña de 12 años 
con hipotonía en edades tempranas y que posteriormente presentó dificultades de aprendizaje, 
de motricidad y en las relaciones sociales y un diagnóstico de DI, portó una ganancia 3q29 de 
herencia materna, de 1,12 Mb de longitud (ARTÍCULO I) y que solapa parcialmente con la 
región del síndrome de la microduplicación 3q29 (OMIM 611936). Esta alteración se 
consideró posiblemente patogénica en base a que entre los genes duplicados (PAK2, SENP5, 
NCBP2, LOC152217, PIGZ, MFI2, DLG1, BDH1, LOC220729, KIAA0226, MIR922, 
FYTTD1, LRCH3 y IQCG) se incluyen PAK2 y DLG1, los candidatos más habitualmente 
propuestos para explicar los fenotipos asociados a los síndromes de 
microdeleción/microduplicación 3q29 (Dimitratos et al. 1999; Caruana y Bernstein 2001; 
Willatt et al. 2005; Demyanenko et al. 2009; Kreis y Barnier 2009; Dasouki et al. 2013; 
Fernandez-Jaen et al. 2014) ver Discusión del ARTÍCULO II; (Quintela et al. 2015b).  
En el ADN del paciente ID_237 arr 4q31.23(148.694.448-149.325.972)x1, un niño de 
17 años con DI y rasgos dismórficos, identificamos una pérdida del número de copias en la 
región 4q31.23. La potencial patogenicidad de esta variante viene determinada por el hecho 
de que interrumpe parcialmente a NR3C2 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2; 
OMIM 600983), un gen al que se le ha prestado especial atención en diversos trastornos 
psiquiátricos (Xing et al. 2004; Ikeda et al. 2010) y que, además, se ha encontrado alterado 
por variantes de novo, tanto en el propio gen (Iossifov et al. 2012; De Rubeis et al. 2014) 
como en elementos reguladores potenciales próximos (Turner et al. 2016), en pacientes con 
TEA y delecionado parcialmente, como en nuestro caso, en pacientes con fenotipos del 
neurodesarrollo de la base de datos ISCA (Material Suplementario del ARTÍCULO I).  
El paciente ASD_300 arr 8p21.3(19.194.170-21.760.673)x1, un varón de 7 años 
perteneciente a la cohorte de TEA, presentó una deleción 8p21.3, de 2,6 Mb de longitud y que 
afecta a los genes SH2D4A, CSGALNACT1, INTS10, LPL, SLC18A1, ATP6V1B2, LZTS1, 
LOC286114 y GFRA2. Tal y como se discute en el Material Suplementario del ARTÍCULO 
VII, esta deleción se consideró posiblemente patogénica en base a su tamaño, contenido 
génico y diversos hallazgos de la literatura que sugieren algunos genes candidato incluidos en 
este intervalo: LZTS1 (leucine zipper, putative tumor suppressor 1; OMIM 606551), por su 
potencial actuación en la regulación del ciclo celular, guía y crecimiento axonal y/o migración 
neuronal (Kropp y Wilson 2012); ATP6V1B2 (ATPase, H+ transporting, lysosomal, 56/58-
KD, V1 subunit B, isoform 2; OMIM 606939), por encontrarse mutado en pacientes con el 
síndrome de Zimmermann-Laband 2 (Kortum et al. 2015) y SLC18A1 (solute carrier family 
18 member A1; OMIM 193002), porque varios estudios de ligamiento y de asociación caso-
control lo han implicado en diversos trastornos psiquiátricos (Bly 2005; Chen et al. 2007; 
Lohoff et al. 2008; Tabares-Seisdedos y Rubenstein 2009; Lohoff 2010; Mas et al. 2013) y 
porque se ha encontrado asociación significativa entre la concentración de compuestos 
glutamatérgicos en el córtex cingulado anterior y el polimorfismo rs6586896, situado en este 
gen, en pacientes pediátricos con trastorno obsesivo compulsivo (Ortiz et al. 2015). No 
obstante, se necesitarán más estudios que permitan relacionar definitivamente la alteración 
genética detectada en nuestro paciente con el TEA. 
El gen CHRNA7 (cholinergic receptor, neuronal nicotinic, alpha polypeptide 7; OMIM 
118511), localizado en el cromosoma 15q13.3, codifica la subunidad alfa 7 de los receptores 
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nicotínicos de acetilcolina, una familia de canales iónicos activados por ligando implicados en 
la regulación de neurotransmisores, con elevada expresión en cerebro -principalmente en el 
hipocampo- y cuya haploinsuficiencia se ha visto que predispone a fenotipos del 
neurodesarrollo y neuropsiquiátricos y a epilepsia revisado por (Schaaf 2014; Gillentine y 
Schaaf 2015). También se han identificado pacientes con duplicaciones limitadas a este gen 
en la literatura revisado por (Gillentine y Schaaf 2015) y en las bases de datos de pacientes 
como ISCA o DECIPHER, siendo los defectos cognitivos (28,3%) y esquizofrenia (28,3%), 
seguido de TDAH (18,3%), trastorno del estado de ánimo (18,3%) y TEA (15%) las 
manifestaciones clínicas más prevalentes; otros rasgos, también relativamente frecuentes, 
incluyen hipotonía (11,7%), problemas del lenguaje (8,3%), convulsiones (6,7%), problemas 
neurológicos (5%) y rasgos dismórficos (5%) revisado por (Gillentine y Schaaf 2015). No 
obstante, la significación clínica de esta duplicación es incierta debido, fundamentalmente, a 
que se ha identificado también en población control a frecuencias similares o superiores a las 
detectadas en pacientes (Kirov et al. 2013). En nuestro estudio, un total de 7 muestras 6 
pertenecientes a la serie de DI (1,2%) y 1 a la de TEA (0,3%) en el total de los 883 (0,8%) 
pacientes con genotipos que superaron el control de calidad presentaron ganancias de dosis en 
este gen (ARTÍCULOS I  y VII). Entre los motivos que se han sugerido para explicar la 
reducida penetrancia y la expresividad variable de esta duplicación se incluyen cambios 
epigenéticos en el promotor de CHRNA7 (Gillentine y Schaaf 2015) o la contribución de 
CNVs adicionales; este modelo de múltiple evento, de hecho, se ha encontrado en pacientes 
de la literatura (Leblond et al. 2012; Chilian et al. 2013) y podría aplicarse a dos de nuestras 
muestras de la cohorte de DI: El paciente ID_460 (arr 10q22.2q22.3(75.498.936-
79.284.250)x3,15q13.3(32.003.537-32.444.044)x3; varón con DI y trastorno conductual y 
del sueño) presentó una duplicación adicional en el cromosoma 10q22.2q22.3 de 3,78 Mb y 
que afecta a 21 genes (SEC24C, FUT11, CHCHD1, KIAA0913, NDST2, CAMK2G, C10orf55, 
PLAU, VCL, AP3M1, ADK, MYST4, DUPD1, DUSP13, SAMD8, VDAC2, COMTD1, 
ZNF503, NCRNA00245, C10orf11 y KCNMA1) (ARTÍCULO I), algunos de ellos implicados 
en DI (ADK en DI autosómica recesiva y KAT6B en DI autosómica dominante; en concreto en 
el síndrome Say-Barber-Biesecker-Young-Simpson (Pinto et al. 2014). El paciente ID_469 
(arr 15q13.3(32.003.537-32.446.830)x3,15q24.3q25.1(78.232.021-78.586.944)x3; varón 
con DI y TEA), por su parte, presentó otra variante de significado clínico incierto: una 
duplicación 15q24.3q25.1 de 354,92 kb que afecta a LOC91450, TBC1D2B, SH2D7, CIB2, 
IDH3A, ACSBG1, DNAJA4 y WDR61 (ARTÍCULO I), entre los que se incluye CIB2, un gen 
sugerido como candidato a conferir susceptibilidad a los TEA (Prasad et al. 2012).  
El paciente ASD_222 arr 17p13.3(2.534.709-2.766.781)x3 no mat,18q23(76.772.006-
77.045.710)x3 no mat portó una ganancia no materna en el cromosoma 17p13.3 cuyo punto 
de rotura distal interrumpe al gen PAFAH1B1 (también denominado LIS1; platelet-activating 
factor acetylhydrolase, isoform 1b, alpha subunit; OMIM 601545). Se trata de un niño de 5 
años con TEA, una manifestación fenotípica descrita tanto en pacientes con duplicaciones 
multigénicas incluyendo este gen (Bi et al. 2009; Bruno et al. 2010), como en pacientes con 
ganancias PAFAH1B1 monogénicas (Faletra et al. 2011) (Material Suplementario del 
ARTÍCULO VII). 
La niña ID_486 arr 11q22.3(10.8764.087-109.157.117)x3,19q13.32q13.33(47.678.453-
48.404.515)x3, de 9 años y con DI, TEA y déficit visual con nistagmo congénito, presentó 
una ganancia 19q13.32q13.33 que abarca a los genes SAE1, BBC3, MIR3190, MIR3191, 





GLTSCR1, EHD2, GLTSCR2, SNORD23, SEPW1, TPRX1, CRX y SULT2A1 y que fue 
considerada posiblemente patogénica debido a que se han documentado deleciones en esta 
región en pacientes con trastornos del neurodesarrollo en la literatura (Leal et al. 2009; 
Castillo et al. 2014) y ganancias similares en pacientes con fenotipos del neurodesarrollo de 
las bases de datos ISCA y DECIPHER. La duplicación encontrada en nuestra paciente es rica 
en genes y algunos de ellos, SAE1 (SUMO1-activating enzyme, subunit 1; OMIM 613294); 
KPTN (kaptin (actin binding protein); OMIM 615620) y SLC8A2 (solute carrier family 8 
(sodium-calcium exchanger), member 2; OMIM 601901), han sido sugeridos como 
potenciales candidato para explicar fenotipos del neurodesarrollo (Leal et al. 2009). Estos y 
otros genes alterados en nuestra paciente (NPAS1, NAPA, ARHGAP35, SLC8A2, DHX34, 
MEIS3 y ZNF541) han sido también destacados por su expresión en parénquima cerebral, 
glía, corazón, tracto gastrointestinal y sistema musculoesquelético (Castillo et al. 2014) 
(Material Suplementario del ARTÍCULO I). 
La interrupción del gen PTPRT (protein tyrosine phosphatase, receptor type; OMIM 
608712) en el cromosoma 20q12q13.11 se consideró la causa potencial del RGD moderado 
manifestado por la paciente ID_427 arr 20q12q13.11(40.946.119-42.040.938)x3 en base a: 
(1) la identificación de varios pacientes DECIPHER con duplicaciones incluidas en la de 
nuestra paciente y que son consideradas posiblemente patogénicas; (2) un estudio de 
ligamiento que encontró asociación significativa entre la región en la que se ubica PTPRT y el 
TEA (Allen-Brady et al. 2009); (3) la detección de dos variantes heterocigotas en este gen en 
una familia con DI grave, problemas del comportamiento, microcefalia, y anomalías 
congénitas (Schuurs-Hoeijmakers et al. 2013); (4) evidencias funcionales que apuntan hacia 
un papel de PTPRT en la interacción social en ratones (Thirtamara Rajamani et al. 2015) y a 
su implicación, recientemente sugerida, en la regulación de la función sináptica y el desarrollo 
neuronal (Lee 2015) (Material Suplementario del ARTÍCULO I). 
Como se comentó anteriormente en este capítulo, la riqueza en LCRs de la región 
cromosómica 22q11 la convierten en susceptible de eventos de NAHR que favorecen la 
formación de CNVs de diversos tamaños y localizaciones (Edelmann et al. 1999; Portnoi et 
al. 2005; Portnoi 2009). La mayoría de las aberraciones cromosómicas presentan un tamaño 
de aproximadamente 3 Mb (entre las LCR22s -A y -D), aunque también se han documentando 
reordenamientos de ~1,5 Mb (entre LCR22-A y LCR22-B), ~4 Mb (cuando intervienen las 
LCR22s -A y -E) y de ~6 Mb (desde la LCR22-A hasta la LCR22- G) (Ensenauer et al. 2003; 
Portnoi 2009) y casos con CNVs más atípicas, con puntos de rotura adyacentes a LCR22s 
alternativas o con otras localizaciones 22q11 (Fan et al. 2007; Fernandez et al. 2009; 
Shimojima et al. 2011; Li et al. 2012; Pebrel-Richard et al. 2012; Weisfeld-Adams et al. 
2012). En nuestras colecciones de muestras de DI y de TEA, estas CNVs 22q11 menos 
usuales están presentes en un 0,35% y un 0,97% de los pacientes, respectivamente 
(ARTÍCULOS I y VII). Los pacientes ID_305 (varón de 10 años con DI leve y TDAH; arr 
4q28.1(126.286.442-126.508.782)x3 mat,22q11.21(20.728.956-21.465.659)x3 mat) e 
ID_382 (varón de 13 años con DI, torpeza motora y facies triangular; arr 
22q11.21(20.728.956-21.465.659)x3) presentaron una ganancia 22q11.21 idéntica de 736,7 
kb (coincidente con el extremo distal del síndrome de la microdeleción/microduplicación 
22q11; de herencia materna en el primer caso y desconocida en el segundo), que afecta a los 
genes ZNF74, SCARF2, KLHL22, MED15, POM121L4P, TMEM191A, PI4KA, SERPIND1, 
SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7, FLJ39582, MGC16703, P2RX6, SLC7A4, P2RX6P 
y LOC400891 y de la que existen múltiples ejemplos en las bases de datos de pacientes ISCA 
y DECIPHER, sin un consenso en relación a su relevancia clínica. También se han publicado 
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descripciones clínicas de pacientes con CNVs equivalentes a la encontrada en nuestras 
muestras (Garcia-Minaur et al. 2002; Rauch et al. 2005; Ou et al. 2008; Pebrel-Richard et al. 
2012); en concreto, las duplicaciones se detectaron en un neonato con genitales ambiguos y en 
su padre, fenotípicamente normal (Ou et al. 2008) y en un niño de 3 años con retraso motor, 
trastorno del lenguaje y dismorfismo facial leve y en su madre con habla nasal y dislexia pero 
con desarrollo intelectual normal (Pebrel-Richard et al. 2012). Varios de los genes duplicados 
en estos pacientes y en nuestras dos muestras han sido propuestos como candidatos de 
algunos aspectos fenotípicos de los síndromes DGS/VCFS. Entre ellos, destacan CRKL como 
posible responsable de las anomalías cardíacas (Garcia-Minaur et al. 2002) y ZNF74, MED15, 
PI4KA y SNAP29 por conferir, potencialmente, susceptibilidad a trastornos psiquiátricos 
(Saito et al. 2001; Takase et al. 2001; Sandhu et al. 2004; Wonodi et al. 2005; Vorstman et al. 
2009; Luo et al. 2014; Butler et al. 2016). El gen SNAP29 (synaptosomal-associated protein, 
29-KD; OMIM 604202) es, además, un gen implicado en formas recesivas de DI (McDonald-
McGinn et al. 2013; Pinto et al. 2014). Se necesitan más estudios para determinar si el 
incremento de dosis de estos u otros genes de la CNV podrían o no tener efectos sobre el 
fenotipo de los pacientes, una tarea todavía más complicada en el caso de nuestro paciente 
ID_305 arr[hg19] 4q28.1(126,286,442-126,508,782)x3 mat, 22q11.21(20,728,956-
21,465,659)x3 mat debido la presencia de una ganancia 4q28.1 de patogenicidad incierta 
adicional en su genoma (ARTÍCULO I). Las CNVs 22q11 atípicas identificadas en la 
cohorte de TEA consistieron en 3 ganancias 22q11.22q11.23 de 654,48 kb (ASD_139 arr 
22q11.22q11.23(22.997.928-23.652.512)x3 mat; varón de 9 años con TEA y DI de grado 
moderado), de 2,1 Mb (ASD_250 arr 15q11.2(22.770.421-
23.291.159)x3,22q11.22q11.23(22.998.336-25.059.631)x3; varón de 10 años con TEA, DI y 
conductas agresivas, quien también presentó una ganancia 15q11.2 considerada patogénica) y 
de 355,37 kb (ASD_289 arr 22q11.22q11.23(23.187.341-23.542.711)x3 mat, varón de 3 
años con TEA), ninguna solapante con las de los pacientes de DI anteriormente discutidas. La 
región mínima común de estas alteraciones (equivalente a la ganancia de la muestra 
ASD_289), coincide con el extremo distal del síndrome de la deleción 22q11.2 distal (OMIM 
611867) (entre las LCR22s E y F), incluye los genes IGLL5, RTDR1, GNAZ, RAB36 y BCR y 
se consideró posiblemente patogénica en base a la existencia de múltiples ejemplos en ISCA y 
DECIPHER de pacientes con CNVs equivalentes consideradas, principalmente, posiblemente 
patogénicas o inciertas. Por su parte, la ganancia de 2,1 Mb identificada en la muestra 
ASD_250 se extiende entre las LCR22s E - H y  abarca los genes MIR650, IGLL5, RTDR1, 
GNAZ, RAB36, BCR, FBXW4P1, ZDHHC8P1, IGLL1, C22orf43, LOC91316, RGL4, ZNF70, 
VPREB3, C22orf15, CHCHD10, MMP11, SMARCB1, DERL3, SLC2A11, MIF, GSTT2B, 
GSTT2, DDTL, DDT, GSTTP1, LOC391322, GSTT1, GSTTP2, CABIN1, SUSD2, GGT5, 
POM121L9P, SPECC1L, ADORA2A, C22orf45, UPB1, C22orf13, SNRPD3, GGT1, 
C22orf36, LOC644165 y POM121L10P. Esta alteración es equivalente a las presentes en 
múltiples pacientes con trastornos del neurodesarrollo, tanto heredadas como de novo, 
registrados en las bases de datos y/o descritos en la literatura científica (Descartes et al. 2008; 
Coppinger et al. 2009; Shimojima et al. 2010; Tan et al. 2011). Estas descripciones 
consistieron en: (1) varios miembros de una familia con un fenotipo variable pero 
principalmente caracterizado por problemas de aprendizaje, DI y rasgos dismórficos 
(Descartes et al. 2008); (2) un varón con problemas del habla y motores, hipotonía profunda, 
convulsiones, microcefalia y dismorfismo facial, una mujer recién nacida con rasgos 
dismórficos y anomalías congénitas y un varón con ligero retraso del desarrollo, TDAH, 
macrocefalia y dismorfismo facial (Coppinger et al. 2009); (3) un niño con retraso del 





(4) un varón con retraso global del desarrollo profundo y convulsiones (Tan et al. 2011). Otras 
descripciones de pacientes con ganancias entre las LCR22s F - H, contenidas en la 
identificada en nuestra muestra ASD_250 y en las publicaciones anteriormente citadas, 
incluyeron: (1) un varón con retraso del desarrollo profundo, microcefalia, rasgos 
dismórficos, hipotonía profunda y anomalías genitales, un varón con apraxia y disartria, 
dismorfismo facial, hipotonía leve y testículos no descendidos y un tercer niño con retrasos en 
el lenguaje expresivo, apraxia, macrocefalia y bajo tono muscular (Coppinger et al. 2009); (2) 
un niño con retraso del desarrollo, rasgos faciales dismórficos y anomalías oftalmológicas y 
esqueléticas (Molck et al. 2015) y una mujer con retraso del desarrollo, DI, apraxia, 
dismorfismo facial, microcefalia, hipotonía profunda y convulsiones (Chang et al. 2015). 
Resulta evidente la extrema heterogeneidad fenotípica, incluso entre miembros de una misma 
familia, ligada a estas ganancias 22q11 atípicas; un hecho que podría explicarse por la 
combinación con CNVs adicionales, como es el caso de algunos pacientes de la literatura 
(Tan et al. 2011; Molck et al. 2015) y de nuestra muestra ASD_250, quien también presentó 
con una ganancia 15q11.2. Entre los genes duplicados en la región 22q11.22q11.23 destaca 
SMARCB1 (SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, 
subfamily B, member 1; OMIM 601607), conocido por su implicación en DI autosómica 
dominante (OMIM 614608) y encontrado también entre los 15 genes duplicados en la 
paciente 14242_3660 con TEA del AGP (Pinto et al. 2014). Genes candidato adicionales 
incluyen ZNF70, MMP11, MIF, CABIN1, SPECC1L, ADORA2A y SNRPD3 ver (Molck et 
al. 2015) (ARTÍCULO VII). 
Por último, los pacientes ASD_109 arr Xp22.31(6.446.579-8.135.644)x2 
mat,6q14.1q15(83.648.997-88.613.065)x1 no mat; varón de 8 años descrito en detalle en el 
ARTÍCULO IX (Quintela et al. 2015f) y ASD_230 (arr Xp22.31(6.630.120-
8.135.644)x2,7p22.3(1.201.674-1.817.997)x3; varón de 13 años con TEA) presentaron 
ganancias equivalentes -de herencia materna y desconocida, respectivamente- en la región 
subtelomérica Xp22.31 (ARTÍCULO VII) que incluyen al gen STS (steroid sulfatase; OMIM 
300747), implicado en ictiosis ligada al X cuando está mutado o delecionado (OMIM 
308100). Existe controversia en relación con la patogenicidad de esta alteración (Shaw-Smith 
et al. 2004; Shaffer et al. 2006; Shaffer et al. 2007; Baldwin et al. 2008; Mencarelli et al. 
2008; Li et al. 2010; Furrow et al. 2011; Liu et al. 2011; Faletra et al. 2012; Esplin et al. 
2014), habiéndose descrito, tanto de novo como heredada de progenitores no afectos, en 
múltiples pacientes de la literatura con un amplio espectro de manifestaciones clínicas, 
incluyendo RGD/DI y TEA, dismorfismo facial y anomalías congénitas. Entre las posibles 
causas de esta heterogeneidad fenotípica ARTÍCULO IX; (Quintela et al. 2015f), se ha 
sugerido que estas ganancias Xp22.31 actuarían como factores de riesgo desencadenantes del 
fenotipo sólo en presencia de factores adicionales (Liu et al. 2011). La interpretación clínica 
de este tipo de hallazgos genéticos es, por tanto, difícil y se complica, todavía más, si el 
paciente presenta alteraciones genéticas adicionales que, por sí mismas, son causales y 
generan fenotipos solapantes con los descritos para la ganancia Xp22.31. Este es el caso de la 
muestra ASD_109, también con una deleción 6q14.1-q15 de 4,96 Mb considerada patogénica 
ARTÍCULO IX; (Quintela et al. 2015f) y podría darse también en la muestra ASD_230, 
quien presentó una ganancia 7p22.3 adicional de 616 kb aunque, por el momento, 
desconocemos su significación clínica. Se trata de una alteración que afecta a los genes 
UNCX, MICALL2, INTS1, MAFK, TMEM184A, PSMG3, KIAA1908, TFAMP1 y ELFN1 
(ARTÍCULO VII), de la que existe escasa información en la literatura y en las bases de datos 
que nos permita correlacionarla con el fenotipo; no obstante, conviene destacar el papel del 
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gen Elfn1 (extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type III domain containing 1) en 
diversas funciones sinápticas en ratones (Sylwestrak y Ghosh 2012; Tomioka et al. 2014) y su 
potencial implicación en hiperactividad/TDAH, convulsiones y epilepsia (Dolan y Mitchell 
2013; Tomioka et al. 2014). De acuerdo con estas publicaciones, la paciente DECIPHER 
284772 presentó una ganancia de herencia desconocida de 311,4 kb (contenida en la de 
nuestro paciente e incluyendo al gen ELFN1), considerada probablemente causal de DI 
moderada y convulsiones. Aunque se necesitan más estudios para poder implicar a la 
ganancia 7p22.3 en el TEA de nuestro paciente ASD_230, la revisión de la literatura y 
nuestros propios hallazgos sugieren que la búsqueda de segundos impactos, tanto genéticos 
(en forma de CNV o SNV) o epigenéticos como ambientales, estaría justificada en los 
pacientes con ganancias subteloméricas Xp22.31. 
CNVs benignas. En esta última categoría de CNVs, que suponen un 14,0% y un 11,8% 
del total de las CNVs exónicas raras detectadas en nuestras cohortes de DI y de TEA, 
respectivamente, se incluyeron aquellas variantes que afectaban a ARNs no codificantes o que 
eran pobres en genes, sin evidencias de asociación con el fenotipo para ninguno de los genes 
incluidos en la alteración, así como CNVs catalogadas como benignas en las bases de datos 
y/o en la literatura (ver apartados "Material y Métodos" de los ARTÍCULOS I y VII). En 
este punto, es importante destacar la identificación de dos pacientes en nuestra cohorte de DI 
con deleciones heterocigotas en genes de DI/RGD/TEA autosómicos recesivos: (1) La 
paciente ID_130 arr 7q22.1(103.295.580-103.397.082)x1 es una niña de 1 año con RGD e 
hipotonía y una deleción heterocigota de 101,5 kb localizada en el cromosoma 7q22.1 y que 
afecta a 8 de los 66 exones de RELN (reelin; OMIM 600514). Este gen que codifica la relina, 
una glicoproteína con importantes funciones en la migración y el posicionamiento neuronal en 
el cerebro en desarrollo. Mutaciones homocigotas en RELN son causa de lisencefalia-2 (tipo 
Norman-Roberts), acompañada de RGD y epilepsia (OMIM 257320). Aunque con resultados 
inconsistentes, RELN ha sido frecuentemente analizado mediante estudios de asociación de 
SNPs en diversos trastornos, principalmente TEA y esquizofrenia (revisado por (Folsom y 
Fatemi 2013; Lammert y Howell 2016) y estudios recientes de secuenciación de 
exomas/genomas han detectado mutaciones de novo en este gen en pacientes con TEA (Neale 
et al. 2012; De Rubeis et al. 2014; Iossifov et al. 2014; Yuen et al. 2015). (2) El paciente 
ID_599 arr 8p22(15.545.640-15.893.002)x1 mat, un varón de 2 años con RGD sindrómico, 
porta un deleción heterocigota en el cromosoma 8p22 que afecta a 5 de los 11 exones de 
TUSC3 (tumor suppressor candidate 3; OMIM 601385) y su región intergénica adyacente. 
Esta alteración de 347,4 kb se detectó también en su hermano gemelo (con RGD) y en su 
madre, no afectada. Mutaciones homocigotas en el gen TUSC3 son causa de DI no sindrómica 
autosómica recesiva (MRT7; OMIM 611093). Hasta la fecha, la mayoría de pacientes con DI 
con defectos genéticos homocigotos en TUSC3, bien SNVs o CNVs (deleciones y 
duplicaciones), han sido identificados en familias consanguíneas, algunas con varios 
familiares afectos (Garshasbi et al. 2008; Molinari et al. 2008; Garshasbi et al. 2011; Khan et 
al. 2011; Loddo et al. 2013; El Chehadeh et al. 2015; Al-Amri et al. 2016). La deleción 
heterocigota encontrada en nuestra familia no explicaría las manifestaciones clínicas de los 
dos hermanos gemelos, siendo necesario el análisis de la secuencia del alelo no delecionado 
en búsqueda de una segunda variante (en forma de SNV o indel) y que, conjuntamente, 
inactiven completamente la función del gen. Aunque se ha secuenciado la región codificante 
de este gen en este paciente y no se ha encontrado ninguna otra variante (datos no mostrados), 





La clasificación de las CNVs aquí presentada no debe considerarse como única ni 
definitiva; al contrario, podrá verse modificada, por ejemplo, con la publicación de nuevos 
trabajos que aporten evidencias de asociaciones genéticas con fenotipos del neurodesarrollo 
hasta la fecha desconocidas o no concluyentes y/o con la actualización de las bases de datos 
de variantes genéticas (Kearney et al. 2011). En este sentido, Palmer y col. (2013) 
demostraron que la interpretación y clasificación de los datos generados a partir de los paneles 
cromosómicos pueden variar si estos se reevalúan pasado un tiempo. Las razones que 
explican las diferencias en la interpretación de los datos incluyen: (i) nuevas evidencias en la 
literatura acerca del impacto fenotípico de las CNVs (como descubrimiento de genes clave o 
regiones mínimas de solapamiento en síndromes de microdeleción/microduplicación), (ii) 
nuevas evidencias funcionales en relación a la patogenicidad de algunas CNVs, (iii) 
descubrimiento de nuevos genes candidatos o causales de trastornos del neurodesarrollo, (iv) 
remapeo del genoma con las nuevas secuencias de referencia y (v) refinamiento del contenido 
de las bases de datos de población control y de pacientes (Palmer et al. 2013).  
La capacidad diagnóstica de los paneles de CGH y de SNPs en fenotipos del 
neurodesarrollo se sitúa, aproximadamente, en un 15-20%, incluyendo las anomalías 
cromosómicas microscópicas con excepción de la trisomía 21 (Zahir y Friedman 2007; 
Hochstenbach et al. 2009; Sagoo et al. 2009; Miller et al. 2010; Cooper et al. 2011; 
Hochstenbach et al. 2011). No obstante, este valor depende de diversos factores, entre los que 
se incluyen la plataforma y el array de genotipado (la densidad y distribución de las sondas y, 
en consecuencia, su cobertura del genoma), el espectro fenotípico de los pacientes (a mayor 
gravedad del fenotipo, mayor campo diagnóstico sobre todo si se asocia a dismorfología, 
anomalías congénitas, DI y epilepsia) (Schaaf et al. 2011; Beaudet 2013), los criterios de 
selección de las muestras (por ejemplo, si se han realizado o no análisis genéticos previos a 
los individuos evaluados), tamaño de la cohorte, el algoritmo de detección y los parámetros de 
calidad exigidos para la definición de las CNVs y/o los criterios establecidos para la 
clasificación de las CNVs (Hehir-Kwa et al. 2007; Koolen et al. 2009; Hehir-Kwa et al. 2010; 
Miller et al. 2010; Hochstenbach et al. 2011; Hehir-Kwa et al. 2013; Rodriguez-Revenga et al. 
2013; Vulto-van Silfhout et al. 2013).   
El campo diagnóstico de la estrategia de genotipado y los criterios de calidad y 
clasificación de las CNVs en nuestra cohorte de DI fue de un 11,2%, un valor en consonancia 
con el 10-20% estimado para este tipo de análisis en grandes series de pacientes con 
DI/retraso del desarrollo (Buysse et al. 2009; Hochstenbach et al. 2009; Koolen et al. 2009; 
Sagoo et al. 2009; Miller et al. 2010; Xiang et al. 2010; Cooper et al. 2011; Hochstenbach et 
al. 2011; Kaminsky et al. 2011) y en cohortes de DI de tamaños similares a la nuestra 
(Wincent et al. 2011; Bartnik et al. 2013; Rodriguez-Revenga et al. 2013; Shoukier et al. 
2013; Bartnik et al. 2014; Kashevarova et al. 2014; Roberts et al. 2014; Choucair et al. 2015). 
Tal y como se indica en el ARTÍCULO I, la utilidad diagnóstica en nuestra muestra de DI se 
situó en un 6,3% para los pacientes evaluados con el panel Cytogenetics 2.7M y en un 12,5% 
para los individuos genotipados con el microarray CytoScan HD, a pesar de que ambos 
paneles tienen un diseño de alta resolución con cobertura del genoma completo. Resulta por 
tanto evidente, que la plataforma y el array de genotipado son factores a tener en cuenta a la 
hora de cuantificar la utilidad diagnóstica de los análisis de CNVs, tal y como se indicó en el 
párrafo anterior y se evidenció en publicaciones previas (Rodriguez-Revenga et al. 2013). 
La utilidad de la aplicación de los microarrays cromosómicos ha sido también evaluada 
en series de pacientes con TEA, encontrándose variaciones entre las publicaciones (Bremer et 
al. 2011; Battaglia et al. 2013; Wisniowiecka-Kowalnik et al. 2013; Gazzellone et al. 2014; 
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Nava et al. 2014; Carreira et al. 2015; Oikonomakis et al. 2016). En nuestra cohorte de TEA, 
la aplicación del panel CytoScan HD y de los criterios de calidad y clasificación de las CNVs 
detallados en el ARTÍCULO VII, permitió proporcionar un diagnóstico genético definitivo al 
5,8% de la muestra, un valor inferior al de nuestra serie de DI, pero similar al obtenido en 
pacientes con TEA de la literatura (Roberts et al. 2014). Parece, por tanto, que el fenotipo y/o 
los criterios de selección de los pacientes son también factores determinantes de la capacidad 
diagnóstica de este tipo de análisis. 
Como se indicó anteriormente, otros factores que influyen en el rendimiento diagnóstico 
de los análisis de microarrays cromosómicos son los parámetros de calidad del genotipado y 
los criterios de inclusión y clasificación de las CNVs. En nuestros dos estudios hemos 
aplicado parámetros de calidad del genotipado conservativos (ARTÍCULOS I y VII), lo cual 
podría ocasionar la pérdida de CNVs clínicamente relevantes detectadas con un menor 
número y/o una menor densidad de marcadores. Además, dado que nuestro objetivo principal 
es el diagnóstico y que el conocimiento actual de los efectos de una CNV en regiones no 
codificantes es más limitado, únicamente hemos considerado las variantes exónicas en 
nuestros análisis (ARTÍCULOS I y VII). No obstante, la alteración de elementos reguladores 
localizados en secuencias intrónicas y/o intergénicas puede, también, relacionarse con 
fenotipos del neurodesarrollo (Spielmann y Klopocki 2013; Turner et al. 2016) por lo que, al 
menos potencialmente, también podríamos estar perdiendo variantes en regiones no 
codificantes con impacto clínico en nuestros pacientes. Por ello, sería recomendable reevaluar 
los datos pasado un tiempo, a medida que esta información esté disponible y validada para ser 
aplicada en un contexto diagnóstico. Finalmente, las variantes de significado clínico incierto 
representaron la mayor proporción de CNVs en ambas cohortes (50% y 64,7% de los eventos 
detectados en las colecciones de DI y TEA, respectivamente). Al menos potencialmente, esta 
categoría diagnóstica es también susceptible de sufrir modificaciones; en concreto, si se 
confirma el impacto clínico de las variantes posiblemente patogénicas (8,1% de las CNVs de 
los pacientes con DI y 9,4% de las CNVs de los pacientes con TEA), la capacidad diagnóstica 
en nuestras colecciones de DI y TEA se vería incrementada hasta un 13,6% y un 7,7%, 
respectivamente (ARTÍCULOS I y VII).   
En resumen, la utilización de los paneles de SNPs de alta densidad del genoma completo 
en el diagnóstico genético de nuestros pacientes con trastornos del neurodesarrollo nos ha 
permitido obtener los siguientes resultados: (1) En nuestra cohorte de DI identificamos 186 
CNVs exónicas raras -clasificadas como clínicamente relevantes (36%), de significado clínico 
incierto (50%) y benignas (14%)- en un 27,7% de los 573 pacientes estudiados. (2) En nuestra 
cohorte de TEA identificamos 85 CNVs exónicas raras -clasificadas como clínicamente 
relevantes (23,5%), de significado clínico incierto (64,7%) y benignas (11,8%)- en un 22,9% 
de los 310 pacientes estudiados. (3) La capacidad diagnóstica de nuestra estrategia de 
genotipado y clasificación de las CNVs se situó entre el 11,2%-13,6% de las muestras de DI y 
entre el 5,8%-7,7% de las muestras de TEA. (4) Los dos paneles de SNPs empleados en el 
estudio de DI difieren en su capacidad diagnóstica. (5) La capacidad diagnóstica del análisis 
de CNVs es dependiente de factores como el  fenotipo en estudio y los criterios de 
selección/exclusión de las muestras. (6) Los trastornos del neurodesarrollo aquí evaluados son 
condiciones médicas clínica y genéticamente heterogéneas. (7) Las CNVs asociadas a los 
trastornos del neurodesarrollo se caracterizan, frecuentemente, por presentar expresividad 
variable y penetrancia incompleta, factores que dificultan el asesoramiento genético familiar. 






Además, en este trabajo se han discutido los criterios para el análisis y la clasificación de 
las CNVs y se han proporcionado descripciones clínicas detalladas de algunos de los 
pacientes con CNVs exónicas raras consideradas patogénicas o potencialmente patogénicas. 
Esto nos ha permitido elaborar una base de datos genéticos y fenotípicos de pacientes con 












1. La aplicación de los paneles de SNPs de alta densidad del genoma completo 
Cytogenomics 2.7M y CytoScan HD en nuestra cohorte de DI ha permitido la identificación 
de 186 CNVs exónicas raras -clasificadas como clínicamente relevantes (36%), de significado 
clínico incierto (50%) y benignas (14%)- en un 27,7% de los 573 pacientes estudiados.  
2. La tasa de detección de pacientes con CNVs clínicamente relevantes de los paneles 
Cytogenomics 2.7M y CytoScan HD en nuestra cohorte de DI fue del 6,3% y 12,5%, 
respectivamente, resultando en una capacidad diagnóstica global del 11,2%. 
3. Los análisis moleculares y las descripciones clínicas detalladas de los pacientes con 
CNVs clínicamente relevantes de nuestra cohorte de DI han permitido confirmar hallazgos 
previos de la literatura y aportar nuevo conocimiento al esclarecimiento de la etiología y las 
manifestaciones fenotípicas de diversos síndromes y trastornos genéticos asociados a la DI: 
3. 1. Nuestra paciente con la microdeleción 3q29 recurrente (ID_109) manifiesta 
déficit de atención, impulsividad y conductas ansiosas y obsesivas como rasgos 
distintivos. Nuestro paciente con la microduplicación 3q29 recíproca (ID_245) 
presenta un perfil conductual caracterizado por TDAH y trastorno negativista 
desafiante no descrito hasta la fecha en este proceso.  
3. 2. La apariencia global de nuestro paciente con una microdeleción 
8q21.11q21.13 no materna (ID_474), especialmente su cara alargada más que 
redondeada, sus orejas (aunque de implantación baja) prominentes pero no rotadas 
posteriormente y la ausencia de puente nasal ancho y de pliegues epicánticos, le 
confieren un fenotipo facial similar sólo a un subgrupo de los pacientes con 
microdeleciones 8q21.11 descritos hasta la fecha. 
3. 3. Aunque son necesarios estudios adicionales para poder determinar o descartar 
la contribución individual de cada uno de los genes incluidos en la microdeleción 
8q21.11q21.13 al fenotipo de nuestro paciente ID_474, ZFHX4 destaca por su 
potencial contribución a ptosis aislada bilateral congénita, DI y anomalías congénitas. 
3. 4. Las principales características fenotípicas y del comportamiento manifestadas 
por nuestro paciente ID_6 son compatibles con las identificadas en pacientes con 
deleciones del gen SOX5. Sin embargo, no podemos descartar que su fenotipo central 
(RGD, dificultades del lenguaje y del habla y problemas del comportamiento) resulte 
de la presencia concomitante de la ganancia 16p13.11p12.3 heredada de su madre y de 
la microdeleción SOX5 de novo. 
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3. 5. Los hallazgos moleculares y clínicos de nuestros pacientes ID_191 e ID_533, 
con deleciones 4q13 parcialmente solapantes, han permitido la identificación de una 
región crítica mínima en la banda cromosómica 4q13.2, en la que destaca el gen UBA6 
como el principal candidato para explicar su fenotipo, específicamente DI leve y 
TDAH. 
3. 6. La presencia de eventos de caída repentina inducidos por estímulos en algunos 
de los individuos con el síndrome de Coffin-Lowry, incluida nuestra paciente ID_166, 
con una deleción Xp22.12 no materna que afecta parcialmente a RPS6KA3, sugieren 
que este gen podría también desempeñar un papel importante en estos episodios. 
3. 7. Los hallazgos de la literatura y la identificación de la deleción de dos exones 
del gen CACNA1C en nuestro paciente ID_45, con DI sindrómica leve, TDAH y 
problemas del comportamiento pero sin características de los síndromes de Brugada o 
de Timothy, apuntan hacia un papel relevante de este gen en el neurodesarrollo y en el 
comportamiento e indican que las CNVs y SNVs que afectan a un mismo gen pueden 
estar asociadas a fenotipos diferentes. 
3. 8. La ganancia que afecta al gen GRIA3 identificada en nuestro paciente ID_401 
es la responsable de su fenotipo, principalmente caracterizado por DI, retraso del 
lenguaje y TDAH. 
4. La aplicación del panel de SNPs de alta densidad del genoma completo CytoScan HD 
en nuestra cohorte de TEA ha permitido la identificación de 85 CNVs exónicas raras -
clasificadas como clínicamente relevantes (23,5%), de significado clínico incierto (64,7%) y 
benignas (11,8%)- en un 22,9% de los 310 pacientes estudiados. 
5. La capacidad diagnóstica de la estrategia de genotipado y los criterios de clasificación 
de las CNVs en nuestra cohorte de TEA fue del 5,8%.  
6. Los análisis moleculares y las descripciones clínicas detalladas de los pacientes con 
CNVs clínicamente relevantes de nuestra cohorte de TEA han permitido confirmar hallazgos 
previos de la literatura y aportar nuevo conocimiento al esclarecimiento de la etiología y las 
manifestaciones fenotípicas de diversos síndromes y trastornos genéticos asociados al TEA: 
6. 1. Algunos rasgos adicionales de la microdeleción 3q13.2q13.31 recurrente, 
presentes en nuestra paciente ASD_53, incluyen trastorno de ansiedad, 
comportamientos disruptivos y de ingesta compulsiva y alteraciones del sueño. 
6. 2. Los genes DRD3 y ZBTB20 se presentan como potenciales candidatos para 
explicar los rasgos fenotípicos centrales de los pacientes con la microdeleción 
3q13.2q13.31 recurrente. 
6. 3. Nuestro paciente ASD_109, un varón con TEA, ausencia de lenguaje oral y 
rasgos faciales dismórficos y una microdeleción 6q14.1q15 patogénica no materna y 
una ganancia Xp22.31 de significado clínico incierto y herencia materna, ilustra la 





6. 4. Entre los genes incluidos en la microdeleción 6q14.1q15 de nuestro paciente 
destacan PGM3, PRSS35, SNAP91, RIPPLY2, MRAP2, SYNCRIP, SNX14 y HTR1E 
como potenciales candidatos para explicar su fenotipo. 
6. 5. Las manifestaciones clínicas y la gravedad del síndrome AUTS2 dependen de 
la localización de la variante, con un mayor grado de afectación cuando se altera el 
extremo 3´ del gen.  
6. 6. La revisión de la literatura y los hallazgos genéticos de nuestros pacientes 
ASD_229 y ASD_221, ambos con deleciones exónicas raras en NRXN1, apoyan el 
papel de este gen en el TEA, destacan el hecho de que múltiples CNVs pueden 
concurrir en un mismo paciente y participar en sus manifestaciones fenotípicas y 
apoyan la hipótesis de la relevancia de los exones 5´ de este gen y del ARNm no 
codificante AK127244 en el neurodesarrollo. 
7. Las CNVs de significación incierta fueron la clase predominante en nuestras cohortes 
de DI y TEA, hecho que refleja la dificultad de la interpretación de los resultados derivados 
de este tipo de análisis y evidencia la necesidad de disponer de bases de datos genéticos y 
fenotípicos actualizadas de pacientes y controles. 
8. La capacidad diagnóstica de nuestra estrategia de genotipado y clasificación de las 
CNVs podría alcanzar el 13,6% y el 7,7% de nuestras muestras de DI y TEA, respectivamente 
si estudios posteriores demuestran la significación clínica de las variantes con patogenicidad 
potencial. 
9. Los criterios de selección de las CNVs y su posterior clasificación no deben, por tanto, 
considerarse definitivos; requiriéndose su revisión a medida que se avance en el conocimiento 
del genoma humano, surjan nuevas evidencias de asociaciones genéticas con fenotipos del 
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